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RESUMO

Benevides CFL. Avaliacio do perfil de expressio de genes modulados por TNF e
melfalano em culturas mistas de células endoteliais, células de melanoma e

macroéfagos. Sdo Paulo; 2012. [Tese de Doutorado-Fundag¢ao Anténio Prudente].

Introducdo: Dois a 10% dos melanomas de extremidades se manifestam como
recorréncia loco-regional, onde a amputacdo pode ser necessaria. Uma alternativa a
amputacdo ¢ a perfusdo isolada de membro, sendo o melfalano (MEL) e o fator de
necrose tumoral (TNF) sdo as drogas mais empregadas, com respostas objetivas entre
48 a 95%. LIMA (2007) buscou alvos moleculares da agdo do MEL e¢ do TNF no
melanoma, identificando um conjunto de genes cuja expressao foi modulada, num
modelo tumoral in vivo murino. Dentre os genes estdo Arhgef6, Pard3, Fabp4, Flt1,
Ifi202b e Igf2bp3. Metodologia: Avaliamos, pela técnica de real time - PCR, a
modificacdo do perfil de expressdo dos genes referidos apds tratamento com MEL e
TNF, assim como a citotoxicidade dessas drogas, utilizando modelo de cultivos
celulares em monocamada e tridimensionais (esferdides), com células de melanoma
B16F10, macréfago murino e células endoteliais derivadas de camundongos
C57BL/6. Resultados: os tratamentos contendo melfalano promoveram a diminui¢do
da expressao de Pard3, tanto no cultivo em monocamada de melanoma e de células
endoteliais, quanto nos esferdides. A expressio de Fabp4 foi modulada
positivamente pelos tratamentos com TNF em cultivos contendo células de
melanoma e endotélio, mas negativamente nos cultivos contendo macréfagos. O
meio condicionado por células neoplasicas, endoteliais € macrofagos, assim como o
cultivo tridimensional também modificou o perfil de expressao génica. MEL e TNF
apresentam atividade citotoxica nas linhagens avaliadas, mas nos esferoides a
atividade dessas drogas foi menor ou inexistente. Houve correlagdo entre o perfil de
expressdo génica e a expressdo proteica de PAR3 e FABP4 nas células melanoma.
Conclusao: Pard3 e Fabp4 sdao modulados por TNF e melfalano em células de
melanoma, endotélio e macréfagos e a interagdo entre essas células modifica o
padrdo de expressdao desses genes. A partir desses resultados, as vias relacionadas a
FABP4 e PAR3 sdo potenciais alvos terapéuticos para o tratamento do melanoma.
Fomentado por: CAPES e FAPESP.



SUMMARY

Benevides CFL. [Evaluation of the expression profile of genes modulated by
TNF and melphalan in mixed cultures of endothelial cells, melanoma cells and

macrophages] Sao Paulo; 2012. [Tese de doutorado-Fundagdo Antonio Prudente]

Background: Two to 10% of melanomas of the limbs manifest as locoregional
recurrence, remaining confined to the limb, and amputation may be necessary.
Isolated limb perfusion is an alternative that offers antineoplastic agents in high
doses. Melphalan (MEL) and tumor necrosis factor (TNF) are the most used drugs,
with objective responses among 48% to 95%. Intended to identify the molecular
targets of TNF and MEL, was isolated, a set of genes whose expression was
modulated in melanoma after treatment with MEL, MEL + TNF and TNF, in a in
vivo tumor model. Arhgef6, Pard3, Fabp4, Flt1, I1fi202b and Igf2bp3 were among the
genes whose expression was modulated by TNF and MEL. Methodology: The
expression profile of the aforementioned genes was assessed, by the technique of real
time - PCR, after treatment with TNF and MEL, as well as the cytotoxicity of these
drugs, using a model of monolayer and three dimensional (spheroids) culture cells
with B16F10 melanoma cells, murine macrophages and endothelial cells derived
from C57BL/6 mice. Results: melphalan decreased the expression of Pard3 in
monolayer cultures of both melanoma and endothelial cells, as well as in the
spheroids. Fabp4 expression varied according to the cell type tested, with positive
modulation by treatments with TNF in cultures containing endothelial and melanoma
cells, but negative modulation in cultures containing macrophages. We also observed
that MEL and TNF showed cytotoxic activity on the cell lines tested, and that the
activity of these drugs was lower or absent in spheroids. There was a correlation
between gene expression profile and protein expression of PAR3 and FABP4 in
melanoma cells. Conclusion: Pard3 and FABP4 are modulated by TNF and
melphalan in melanoma cells, endothelium and macrophages and interaction between
these cells modifies the expression profile of these genes. These results support
FABP4 and PAR3 pathways as potential therapeutic targets for melanoma treatment.
Supported by: CAPES e FAPESP.
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1 INTRODUCAO

1.1 MELANOMA CUTANEO

O melanoma ¢ a neoplasia que se origina dos melanocitos (células produtoras
do pigmento melanina) e seus sitios primdrios incluem: pele, Givea, mucosas ¢
leptomeninges, sendo a pele o sitio mais comum de acometimento (90%) (FECHER
et al. 2007). A incidéncia de melanoma maligno cutineo tem aumentado mais
rapidamente que a de qualquer outro tipo de neoplasia, com um incremento na
incidéncia de aproximadamente 4 a 7% ao ano por décadas (PECTASIDES et al.
2009).

Nos EUA, a Surveillance, Epidemiology and end Results (SEER) (2012)
estima-se que 76.250 individuos (44250 homens e 32000 mulheres) serdo
diagnosticados com melanoma em 2012, apresentando uma taxa de mortalidade de
2,7 por 100.000 homens e mulheres por ano entre 2005 e 2009. No Brasil, a
estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA) foi de 3.170 novos casos em
homens e 3.060 novos casos em mulheres em 2012, sendo 2370 casos apenas no
estado de Sdo Paulo (Ministério da Satde 2011). O menor nimero de casos
registrados no Brasil, quando comparados aos registros norte americanos, pode se
dever a maior prevaléncia de brancos caucasianos nos EUA, para os quais o risco de
desenvolver melanoma ¢ de 1 em 50 ao longo da vida, ao passo que nos hispanicos o

risco ¢ de 1 em 250. Todavia, consideram-se também problemas com o registro do



melanoma no Brasil, visto que ndo se trata de doenga de notificagdo compulsoria,
havendo, portanto falhas no registro do diagnéstico dessa patologia.

O risco de morte por melanoma é maior para os pacientes com a doenga
detectada em fase tardia: a sobrevida em 5 anos para melanoma tratado em estagio
inicial varia de 89 a 95%, mas cai para 5 a 10% para aqueles no estadio IV (doenca
metastatica), sendo a sobrevida mediana de 6 a 9 meses; além disso, as op¢des de
tratamento sdao limitadas neste estagio (WEBER 2008; CAMACHO et al. 2009;
HERSEY et al. 2010; ZITO e KLUGER 2012).

Durante cerca de 30 anos, apesar das terapias desenvolvidas, a sobrevida dos
pacientes nao mudou (BEDIKIAN et al. 2006). Existe disponivel um numero de
agentes quimioterapicos com atividade relata no melanoma metastatico, no que tange
a taxa de resposta (redug¢do tumoral) e sobrevida livre de progressdo da doenga,
sendo os principais a dacarbazina (DTIC), nitrosuréias, andlogos de platina,
alcaloides da vinca e taxanos; mas, apesar dos varios estudos clinicos realizados,
nenhum deles ofereceu ganho em sobrevida global aos pacientes tratados, quando
comparados a melhores protocolos de cuidados clinicos paliativos. Até recentemente,
o tratamento padrio, no cenario metastatico, era quimioterapia com a droga
dacarbazina. Essa droga ¢ usualmente administrada por via endovenosa na dose de
250mg/m? por 5 dias, repetindo-se o esquema a cada 21 a 28 dias, e oferece taxas de
resposta entre 5 a 20% e sobrevida livre de progressdao de doenga de 1,5 a 1,6 més.
Apesar dos resultados modestos, foi aprovada para tratamento de primeira linha do
melanoma em 1976 pelo 6rgdo americano Food and Drug Administration (FDA),
principalmente pela escassez de drogas eficazes. Na indica¢do de tratamento, uma

potencial limitagdo a DTIC ¢é a necessidade de conversdo hepatica da droga ao



metabolito ativo MTIC (5-(3-metil-1-triazeno)-imidazol-4-carboxamida), impedindo
sua aplicagdo em pacientes portadores de metastases que comprometam a fungdo
hepatica. Outra restri¢do ¢ que o DTIC ndo atravessa a barreira hemato-encefalica,
sendo ineficaz no tratamento de lesdes metastaticas cerebrais (MIDDLETON et al.
2000; BEDIKIAN et al. 2006; LORIGAN et al. 2008; TRINH 2008; SONDAK et al.
2011).

No decorrer das ultimas trés décadas, varios estudos tentaram comprovar a
superioridade de diversos quimioterapicos ante DTIC, mas nenhuma das drogas
citadas previamente mostrou-se superior. Outra estratégia foi avaliar combinagdes de
drogas em busca de melhores resultados. Nesse cenario, as taxas de resposta iniciais
foram encorajadoras em estudos uni-institucionais (40 a 50%), mas, quando
avaliadas em estudos multicéntricos randomizados, essas respostas decairam aos
mesmos valores vistos com a dacarbazina isolada, ou foram até mesmo menores
(NASHAN et al. 2007), permanecendo, assim, o DTIC como a op¢do padrao de
quimioterapia no tratamento e na comparagdo de eficiéncia de novas drogas
(NASHAN et al. 2007; SONDAK et al. 2011).

Apenas recentemente, duas drogas determinaram ganho de sobrevida no
tratamento do melanoma metastatico. Uma delas, o ipilimumabe, um anticorpo
monoclonal anti-CTLA4 (human citotoxic T lymphocyte-associated antigen 4), atua
por exarcebar a atividade anti-tumoral, via estimulacdo da resposta imune
dependente de linfocitos T do individuo. Em estudo multicéntrico envolvendo
pacientes que progrediram doenga apo6s primeira linha de quimioterapia baseada em
DTIC, o ipilimumabe ofereceu ganho de sobrevida global mediano de 10,0 meses,

comparado a 6,4 meses no grupo controle, todavia, ndo foram evidenciados casos de



cura da doenca, havendo respostas completas (inexisténcia de doenga residual
mensuravel em atividade) em apenas 3 pacientes num grupo de 306 pacientes
tratados, sendo nao significativas (HODI et al. 2010). O outro agente a oferecer
ganho em sobrevida global foi uma molécula que atua como inibidor de BRAF, o
vemurafenibe. Essa droga ¢é caracterizada como um inibidor da atividade tirosina
quinase de lesdes tumorais de melanoma com mutacao especifica no codon V60OE
do BRAF, cuja prevaléncia varia entre 50% a 60% dos casos. Quando empregada na
primeira linha de tratamento da doenca metastatica em comparagdo com DTIC houve
ganho em sobrevida global mediana, com redugdo consideravel do risco de morte de
63%. Porém, a resposta apresentada, embora importante, foi transitdria e os pacientes
apresentaram recaida da doenga numa mediana de 5 a 6 meses, ndo oferecendo cura a
esses individuos (CHAPMAN et al. 2011).

Num esforco para melhorar esses resultados, diversas estratégias continuam
sendo estudadas e empregadas. A imunoterapia, que visa a elimina¢do do tumor a
partir da estimulagdo da resposta imunologica do hospedeiro, comumente utiliza
citocinas, como a interleucina-2 (IL2) e o interferon-alfa (INFA) como principais
agentes. Até o presente, o tratamento com IL2 apresentou respostas objetivas em
torno de 17%. Embora a taxa de resposta seja modesta e ndo superior a vista com
DTIC, a IL2 foi aprovada pelo FDA para o tratamento de melanoma metastatico, ja
que 60% dos pacientes que adquiriram resposta completa (cerca de 7% do total de
tratados) mantiveram respostas duradouras por mais de 5 anos (TRINH 2008). Para o
interferon-alfa, estudos fase I/II para doenga metastatica mostraram taxa de resposta
em torno de 20% (KIRKWOOD et al. 2008; SCHWARTZENTRUBER et al. 2011;

ZITO e KLUGER 2012).



Outra estratégia terapéutica combina quimioterapia convencional com
imunoterapia (INFA e IL2), sendo chamada de bioquimioterapia, e apresenta
resultados superiores a quimioterapia ou imunoterapia isoladas. Os resultados de uma
meta-analise envolvendo 15 estudos fase II/IIl de bioquimioterapia mostraram que
tal abordagem promove taxa de resposta global de 33% e sobrevida livre de
progressdo mediana de 2,5 meses. Outra meta-analise avaliou 18 estudos
randomizados envolvendo bioquimioterapia, totalizando 2.621 pacientes, e
identificou maior taxa de resposta parcial (odds ratio 0,66 — p=0,0001) e completa
(odds ratio 0,50 — p=0,0003) em favor da bioquimioterapia (IVES et al. 2007).
Todavia, at¢ o momento, nenhum dos referidos tratamentos levou a ganho de
sobrevida quando comparados com DTIC (MCDERMOTT et al. 2008).

Em uma apresentagdo clinica peculiar, 2 a 10% dos melanomas cutaneos
oriundos de extremidades (ndo acrais) se manifestam, na doenga avangada, como
recorréncia loco-regional, permanecendo confinada ao membro acometido. Esse
padrao de recorréncia ¢ classificado como satelitose, quando as lesdes se situam até
2,0 cm da lesdo primaria; ou de metéstase em transito, quando as lesdes distam mais
de 2,0 cm da lesdo primaria, mas ndo atingindo o primeiro nivel de drenagem
linfatica (CORNETT et al. 2006; ROSSI et al. 2008; DEROOSE et al. 2011). As
opgdes de tratamento padrdo para este tipo de recorréncia incluem a excisdo
cirargica, se prontamente factivel, ou até mesmo amputacdo do membro. Outras
estratégias paliativas sdo a ablagdo por eletrodisseccdo, crioterapia ou com laser de
CO;, (KROON et al. 2009). Uma alternativa menos morbida nestes casos ¢ a perfusdo
isolada de membro (isolated limb perfusion - ILP). Essa estratégia poupa o membro

da amputacdo ao oferecer agentes anti-neoplasicos em altas doses através da perfusao



do membro afetado, apos canulacdo dos vasos que o irrigam, com institui¢ao de
circulagdo extracorporea e oxigenag¢do do sangue. Essa abordagem permite atingir
concentragdes locais das drogas 30 vezes maiores as vistas no tratamento sistémico
(LEJEUNE e RUEGG 2006), sendo o melfalano (MEL) e o fator de necrose tumoral
(TNF) as drogas mais empregadas. A consequente preservagdo do membro ¢ uma
estratégia interessante, uma vez que a amputacio nao oferece nenhum beneficio em
sobrevida global e a terapia sistémica, como ja dito, tem resultados limitados
(CORNETT et al. 2006; ROSSI et al. 2008; DEROOSE et al. 2011).

A utilizagdo da ILP com MEL profilaticamente em melanomas de
extremidade com alto risco de recorréncia pos-ressec¢ao cirtrgica ndo demonstrou
qualquer efeito na prevencao do desenvolvimento de doenca a distancia ou em ganho
de sobrevida global e mostrou apenas uma reducdo minima nas taxas de
desenvolvimento de metastase em transito. Em contraste, quando a ILP com MEL e
TNF ¢ utilizada de forma terapéutica para o melanoma avancado, as taxas de
respostas globais atingem 48% a 95% (HAYES et al. 2007; DEROOSE et al. 2011).

O melfalano (MEL), um agente quimioterapico alquilante bifuncional,
pertencente ao grupo das mostardas nitrogenadas, age basicamente formando
ligacdes cruzadas com as bases nitrogenadas do DNA, interferindo nos processos de
sintese e replicagdo (geralmente o MEL reage com a guanina na posi¢cdo N7 e com a
adenina na posicdo N3). E usado no tratamento de neoplasias hematologicas
(mieloma multiplo) e habitualmente o melanoma cutidneo ¢ resistente a infusdo
sistémica deste, estando a sua aplicabilidade restrita a ILP, onde estd associada com
taxas de reposta global em torno de 30% a 60% (CORNETT et al. 2006; LEJEUNE e

RUEGG 2006; SANKI et al. 2007; ROSSI et al. 2008). A associacdo do MEL com o



TNF melhora os resultados, promovendo taxas de resposta completa de 70% a 80% e
resposta global de 80% a 100% (LEJEUNE e RUEGG 2006; DEROOSE et al. 2011).

O TNF ¢ uma citocina de agdo pleiotropica isolada pela primeira vez do soro
de camundongos tratados com endotoxinas bacterianas. Em 1984, o gene do TNF foi
identificado e clonado e foram realizados estudos visando sua utilizagdo clinica.
Existem dois receptores identificados (TNFR1 e TNFR2) e é sabido que o TNF ¢
produzido preferencialmente por macréfagos ativados, células NK e linfocitos T
(MOCELLIN et al. 2005; DEROOSE et al. 2011). O TNF possui a¢ao anti-tumoral
em algumas linhagens tumorais por efeito citotoxico direto. O desarranjo gendmico
proprio das células tumorais as torna sensiveis a morte celular iniciada pela ligagao
ao TNF e posterior ativacdo da cascata de apoptose caspase-dependente. Acredita-se
também que o TNF exerca seu efeito por dano/alteracdo da vasculatura tumoral. Os
vasos sangiliineos seriam os primeiros alvos dessa citocina e o maior efeito do TNF
seria a ativacdo das células endoteliais com aumento de expressdo de receptores de
membrana (inclusive moléculas de adesao leucocitaria) e perda da adesdo intercelular
endotelial. Tal processo favoreceria a migragdo leucocitdria e a inflamagdo. O
mecanismo preciso ainda ndo estd claro, possivelmente havendo ativacdo de
trombose vascular pela ligacdo de TNF ao PTF (fator tissular pro-coagulante), o que
culminaria com necrose hemorragica tumoral. Na ILP, os efeitos antitumorais
observados com TNF podem ser diretos e indiretos e esse efeito seria mediado pela
acdo destrutiva especifica contra a vasculatura tumoral, havendo sinergismo com os
efeitos citotoxicos diretos do MEL (MOCELLIN et al. 2005; MENON et al. 2006;

DEROOSE et al. 2011).



O grande aumento da taxa de resposta observada no ILP com melfalano e
TNF com até 100% de resposta completa, ou seja, auséncia de lesdes mensuraveis
em atividade apds o tratamento chama a atencdo dos profissionais envolvidos no
tratamento e estudo dessa doenca. Buscando a identificacdo dos alvos moleculares da
acdo do MEL e do TNF no melanoma, um estudo foi conduzido nesta institui¢do
(LIMA 2007) no qual foi determinado o perfil de expressdo génica do melanoma
cutaneo em resposta ao tratamento com as referidas drogas isoladamente ou em
combinagdo. Foi identificado, empregando-se a técnica de oligonucleotide
microarray, um conjunto de genes cuja expressao foi modulada no melanoma, apos 3
horas de tratamento com MEL, TNF ¢ MEL+TNF, num modelo tumoral in vivo
murino. A administragdo de MEL promoveu uma menor velocidade de crescimento
tumoral e isso nao foi modificado pela coadministracdo de TNF. Entretanto, tumores
tratados com TNF apenas ou em combinagdo com MEL apresentaram mais necrose €
menos mitoses. Um niimero menor de mitoses também foi observado em resposta a
MEL. O tratamento com MEL ou MEL+TNF esteve associado com aumento da
sobrevida livre de progressdo. Dentre os genes cuja expressdao foi modulada pelos
tratamentos estdo Arhgef6, Pard3, Fabp4, Flt1, 1fi202b e Igf2bp3. A seguir, o Quadro

descreve as modificagdes avaliadas para cada gene.



Quadro 1 - Resultados de expressao génica por oligonucleotide microarray oriundos
do trabalho de LIMA (2007)

Gene Efeito

Arhgef6 Regulagdo negativa pelo TNF-alpha e em combinagdo com melfalano
Pard3 Regulagdo negativa pelo melfalano

Flt-1 Regulacao negativa pelo TNF-alpha

Ifi202b Regulagdo positiva pela associagdo de TNF-alpha e melfalano
Igf2bp3 Regulagdo positiva pela associagdo de TNF-alpha e melfalano

Fabp4 Regulagdo negativa pelo TNF e pela associagdo com melfalano e regulagio

positiva pelo tratamento com mefalano.

Arhgef6  (Rac/Cdc42 guanine nucleotide exchange factor 6) foi
negativamente regulado nos tumores provenientes do grupo de camundongos
tratados com TNF (0,05mg/Kg), apresentando razao de expressao > 2,0 e também em
resposta ao tratamento combinado de TNF e MEL (12mg/Kg). Este gene codifica
para um efetor ou regulador de GTPases da familia Rho, a proteina alpha-PIX/Cool-
2, e atua como um GEF (guanine exchange factor), acelerando a troca GDP - GTP
nas proteinas Racl e Cdc42 e mediando a ativagdo de PAK. A forma GDP-Rac e
GDP-Cdc42 sao inativas. Quando estao nas formas GTP-Rac e GTP-Cdc42 tornam-
se ativas e atuam na regulacdo do esqueleto celular de actina, propagando a formagao
de lamelipddios, filopddios e ondulagdes na membrana celular, processos que
estariam envolvidos no aumento da contratilidade celular, forma¢ao de complexos de
adesdo e motilidade celular (ROSENBERGER et al. 2005).

Quando na forma dimérica, alpha-Pix/Cool-2 atua especificamente como
ativador de Rac. A partir da ligagdo de PAK através do dominio SH3, ocorre

dissociacdao do dimero, que pode, entdo, atuar tanto em Rac, quanto em Cdc42. Além
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disso, alpha-PIX ativa diretamente PAK, levando a adesdo celular a fibronectina
(ROSENBERGER et al. 2005; NODE-LANGLOIS et al. 2006).

Arhgef6 também estd associado com a morfogénese de estruturas neuronais.
O knock-down deste gene em ratos, usando siRNA, resultou em anormalidades
morfolégicas da medula espinhal, similares as reportadas com o knock-down de
PAK. Tais alteragdes também poderiam estar relacionadas a algumas formas de
retardo mental. No geral, essa proteina estaria ligada a diversos processos celulares e
vias metabolicas, como remodelag¢do do citoesqueleto de actina, polarizagdo celular,
transcricdo de genes, progressao do ciclo celular e dinamica de microtubulos
(NODE-LANGLOIS et al. 2006).

Pard3, nos tumores extraidos do grupo de animais tratados com MEL, sofreu
regulagcdo negativa com uma razdo de expressdo maior que 2,0. Pard3 codifica a
proteina PAR3 (partitioning defective-3 homolog), expressa nas células
epiteliais/endoteliais ¢ que estd envolvida com a regulacdo da polaridade celular
(GERARD et al. 2007). Sabe-se que PAR3 forma complexos com PAR6 ¢ aPKC,
relacionando-se com a polarizagdo celular ¢ com a formacdo dos complexos
juncionais (adherens junctions and tight junctions). Em células endoteliais, PAR3 ¢
capaz de se ligar diretamente & VE-caderina e tardiamente recrutar PAR6 em areas
de contato célula-célula, o que permite que existam dominios de membrana onde
estdo misturadas proteinas associadas as tight junctions ¢ adherens junctions (IDEN
et al. 2006), contudo o mecanismo preciso pelo qual essas proteinas se localizam na
regido de contato intercelular permanece desconhecido.

Ha evidéncia de que proteinas do complexo PAR6-PAR3-aPKC organizam a

rede de microtiibulos celular e que essas moléculas também estariam implicadas no
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posicionamento do centrossomo durante a polarizacdo e divisdo celular. Em
embrides deficientes em Pard3 a orientacdo do fuso mitotico mostrou-se defeituosa.
Foi demonstrado que os microtubulos atuando em conjunto com a proteina PAR3
(HONG et al. 2010).

O tratamento com MEL+TNF modulou positivamente a expressao dos genes
I£fi202b e Igtbp3.

IF1202 ou P202 (codificada pelo gene Ifi202b) ¢ uma proteina induzida por
exposi¢do ao interferon e parte da familia das IFN-inducible-proteins (P202A,
P202B, P203, P204 ¢ D3). A expressao aumentada dessa proteina foi relacionada ao
retardo da proliferacdo celular e inibi¢do da ativagdo de NFKB e AP-1, fatores que
participam da transcri¢do de varios genes celulares e virais, o que poderia contribuir
para uma atividade antitumoral (MIN et al. 1996).

Num modelo de células L929 transfectadas com pcDNA para expressdo de
P202 e tratadas com IFNB, observou-se que essa proteina inicialmente aparece no
citoplasma, onde se acopla a componentes subcelulares de sedimentacdo rapida e
entdo se acumula no nucleo (na metafase, P202 parece associar-se a cromatina
nuclear). Algumas proteinas podem se ligar a P202 in vitro e in vivo, como PRB
(retinoblastoma susceptibility protein) que tem papel central no controle do ciclo
celular. Sabe-se que a expressdo aumentada de P202 em células transfectadas
diminui a velocidade de proliferagdo, inibindo a expressdo génica através de sua
atividade sobre os fatores de transcricdo NFKB, FOS e JUN. Uma das atividades de
NFKB seria o controle da expressdo de genes da resposta inflamatdéria e imune

(inclusive IFN).
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XIN et al. (2006) demonstraram também a correlagdo entre a expressao de
p202 em esplendcitos derivados de camundongos B6.Nba2 e a suscetibilidade ao
desenvolvimento de lupus, em parte por mecanismo de inibi¢cao de apoptose mediada
por P53.

Também foi mostrado que a expressdo de Ifi202b ¢ induzida em linfocitos T
sob estimulacdo de anticorpos anti-CD3 e anti CD-28 e em células esplénicas
tratadas com o hormonio sexual feminino, estrogénio, através do receptor de
estrogenos alfa (ER-a)). Como parte da familia de proteinas P200, as proteinas AIM2
(absent in melanoma) e P202 atuam de maneira contraria entre si. Em macréfagos
derivados da medula 6ssea, AIM2 promove a formacdo de “inflamassomos”, que
ativam caspase-1 e aumentam a secrecdo de citocinas proinflamatdrias. Ja P202 ¢é
incapaz de formar “inflamassomos”, sugerindo um papel inibitério a AIM2. Foi
demostrado que knockdown de P202 nos macrofagos da medula dssea aumentou a
activacao de caspase-1 (PANCHANATHAN et al. 2011).

O gene Igf2bp3 codifica a proteina IMP3 que se liga a regido 5’ ndo traduzida
do mRNA de IGF2 (Insulin-like growth factor 2) e regula a expressao do referido
gene (IGF2), este ultimo ¢ um dos principais ligantes do receptor de IGF1 e estimula
sua fosforilagdo nos residuos de tirosina, transduzindo sinais mitogénicos dentro da
célula, que poderiam estar envolvidos com a tumorigénese (LI et al. 2008).

IMP3 faz parte de uma familia que se caracteriza por apresentar 6 dominios
de ligacdo ao RNA, sendo dois dominios de reconhecimento de motivos e quatro
dominios de homologia a ribonucleoproteina heterogénea nuclear K. Células de
leucemia K562 expressando RNA de interferéncia para Igf2bp3 apresentaram menor

secrecao de IGF2 e marcada redugdo da proliferacao.
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IMP3 tambem ¢ descrita como uma proteina oncofetal que se encontra
expressa numa série de canceres humanos. Sugere-se a partir de ensaios in vitro que
IMP3 liga-se aos mRNAs de CD44 e IGF2 (insulin-like growth fator 2) aumentando
a estabilidade e expressdo desses mRNAs, todavia o papel dessas moléculas na
progressdo do cancer permanece incerto. SZARVAS et al. (2012) demonstraram que
os niveis protéicos e de mRNA de IMP3 encontram-se significativamente elevados
em amostras de cancer de bexiga invasivo e analises in vitro revelaram um efeito
promotor de invasividade e proliferacdo dessa proteina, que aparentemente nao
dependente do efeito regulatorio dessa nos seus alvos CD44 e IGF2 (SZARVAS et
al. 2012).

Flt-1 foi modulado negativamente nos tumores de animais tratados com TNF
combinados ou nao a MEL. Flt-1 codifica o receptor 1 para VEGF (VEGFR1). Duas
isoformas desse receptor foram identificadas: a forma ligada a membrana (mFLT1),
que demonstra uma fraca atividade de tirosina-quinase na transduc¢do de sinal do
VEGF, e a forma soluvel (sFLT1), que ndo possui nenhuma atividade de tirosina-
quinase. Esses receptores sdo encontrados na superficie de células endoteliais,
células-tronco hematopoiéticas, leucdcitos e muitas células tumorais. A fungdo
precisa de FLTI1 permanece incerta. O receptor 2 de VEGF (FLK1), de fato, ¢
considerado o principal receptor no desenvolvimento de sinais angiogénicos, com
importante papel na angiogénese normal e hematopoiese (TAKENAKA et al. 2007).

Foi proposto que FLT1 atuaria como um falso receptor, capaz de desviar a
ligacdo de VEGF ao receptor 2 (FLK1), regulando negativamente a atividade de
VEGF no endotélio vascular. Esta atividade de FLT1 na regulacdo negativa da

funcdo de VEGF ¢ evidente nos camundongos com knock-down para Flt-1 que
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morrem no &8° dia da fase embrionaria. Embora as células endoteliais desses nocautes
se formem normalmente, ndo ocorre desenvolvimento de vasos sanguineos,
aparentemente como conseqiiéncia das células mesenquimais continuarem se
diferenciando em hemangioblastos (precursores de células endoteliais ¢
hematopoiéticas). Evidéncias indicam que FLTI induz a metaloproteinase
relacionada a matriz-9 (MMP9), envolvida no desenvolvimento de metastases
pulmonares e também participa na angiogénese patolégica em tumores
(MENENDE-Z et al. 2006; SINGH et al. 2006).

Fabp4 apresentou grande variagdo de expressdo. Nos grupos tratados com
TNF (TNF e TNF+MEL) foi regulado negativamente e, no grupo do MEL,
positivamente, sendo que em todos os grupos foi observada uma razio de expressao
> 2,0. Embora sem atingir significancia estatistica no microarray, os dados de qRT-
PCR mostraram diferenga de expressdo estatisticamente significantes em relagdo ao
controle.

Fabp4 codifica a proteina AP2 (FABP4), uma pequena molécula de 15 KDa
que faz parte da familia de LBPs (/lipid-binding proteins), mais especificamente das
FABPs (fat acid binding proteins - proteinas que se ligam a acidos graxos de cadeia
longa). Atualmente existem 9 FABPs identificadas em mamiferos, sendo expressas
numa variedade de tecidos. Particularmente, FABP4 ¢ expressa principalmente no
tecido adiposo (BIRON-SHENTAL et al. 2007; LIU et al. 2008).

Fabp4 pode regular a expressdo génica ativando varias classes de receptores
nucleares, sendo PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) o melhor
caracterizado. PPARG esta envolvido em processos como diferenciagdo adipocitaria,

modulac¢do da sensibilidade a insulina e fungdo de macrofagos. Também inibe a
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proliferagao celular, inclusive induzindo apoptose em algumas linhagens de
carcinomas (AYERS et al. 2007). Dessa forma, a modulagdo da expressao de FABP4
teria um efeito direto sobre a atividade de PPARG, aumentando ou diminuindo a
atividade do mesmo.

Por fim, existe evidéncia de que FABP4 atue na regulagdo da expressdo de
citocinas em timodcitos. Em experimento utilizando timécitos com superexpressao de
FABP4, houve elevacdo da expressdo das citocinas IL-7 e IL-8, envolvidas
diretamente na maturagdo de timodcitos e regulagdo do microambiente timico
(ADACHI et al. 2012).

Os tumores solidos, como o melanoma, sdo constituidos de uma soma
variavel de células neopldsicas e estromais (fibroblastos, endoteliais, células
imunocompetentes, principalmente macréfagos e linfocitos). Os macréfagos sao as
c¢lulas mais abundantes no microambiente tumoral, ¢ apesar de estudos iniciais
mostrarem atividade antitumoral desses, estudos mais recentes mostram que o
mesmo tem varias atividades pré tumorais (producao de fatores de crescimento e de
sobrevida de células tumorais, produgdo de fatores angiogénicos, degradagdo da
matriz celular, atividade de remodelamento tecidual e supressdo da resposta imune
adaptativa) (ALLAVENA e MANTOVANI 2012).

Devido a estas acdes, hoje os macréfagos associados ao tumor sao
considerados os maestros da inflama¢dao no microambiente tumoral. Na maioria dos
estudos clinicos, os macrofagos foram associados a progressao tumoral (sobrevida,
proliferacdo e invasdo). Portanto, os macrofagos associados ao tumor parecem ser

candidatos atrativos para novas terapias (SICA et al. 2008).
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Além disso, sabe-se também que a angiogé€nese ¢ um evento critico para a
progressdo tumoral e metastase. Recentemente surgiram muitas drogas
antiangiogénicas, porém sua eficacia ainda estd muito aquém do desejado. As células
endoteliais associadas ao tumor podem hiperexpressar muitos genes, adquirir
anormalidades citogenéticas e se tornarem resistentes a alguns quimioterapicos. O
melhor entendimento destas anormalidades pode ser um grande passo para identificar
novos alvos, assim como um mecanismo de sobrepujar a resisténcia adquirida por
estas células (HIDA et al. 2008).

Os genes descritos anteriormente tém papel fundamental em varias etapas da
tumorigénese (proliferagdo, adesdao, migracao, apoptose e angiogénese), mostrando a
importancia de estudos voltados para caracterizagao dos efeitos bioldgicos que a
modulagdo da expressdo dos mesmos tem sobre o comportamento do melanoma. A
identificagdo de novas estratégias e alvos terapéuticos ¢ de fundamental importancia
para racionalizagdo ¢ melhora do tratamento dos pacientes acometidos, tendo em
vista a baixa eficacia das drogas hoje utilizadas. Esses genes foram escolhidos para
posterior validagdo por terem apresentado as modificagdes da razdo de expressao
mais altas, com significancia estatistica na analise do microarray ou de qRT-PCR, e
apresentarem funcdes capazes de explicar parte dos fendmenos normalmente
descritos em modelos de ILP com MEL e TNF.

Até o presente, varias estratégias terapéuticas sdo aplicadas no combate ao
cancer, algumas promovendo melhora na saude dos pacientes acometidos, todavia,
para o melanoma, pouco avango tem sido obtido. A identificagio de alvos
moleculares para novas drogas e o papel de agentes antiangiogénicos tem sido tema

de pesquisas recentes. Dessa maneira, acreditamos que a melhor compreensao dos
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eventos celulares e moleculares subjacentes a agdo das drogas citadas anteriormente
pode fornecer subsidios para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais
eficazes e menos toxicas para o tratamento dessa neoplasia, que ainda apresentam

resultados tdo frustrantes.
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Até o momento nao sabemos como a interagao entre as cé¢lulas do melanoma,
células endoteliais e macrofagos altera a expressao génica frente ao tratamento com
MEL e TNF. Com este trabalho, esperamos caracterizar o padrao de expressdao de
alguns alvos moleculares da agdo do TNF e MEL no melanoma e fornecer subsidios
para a determinagdo de marcadores capazes de predizer a resposta ao tratamento com
essas drogas, conhecer melhor os mecanismos genéticos e patogénicos envolvidos no

desenvolvimento desses tumores e identificar possiveis alvos para novos tratamentos.
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OBJETIVOS DO PLANO INICIAL

OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro como a interagdo entre as células endoteliais, macrofagos e
células do melanoma modifica o perfil de expressdo de genes modulados in
vivo pelo tratamento com melfalano e TNF, bem como o padrdo de resposta a

estas drogas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a atividade citotoxica do tratamento in vitro com melfalano, TNF ou
a combinacdo de ambos em células endoteliais, macrofagos e células do
melanoma cultivadas em monocamada isoladamente ou em cocultura, quando
cocultivadas em modelos tridimensionais e quando cultivadas em meio
condicionado por cada um dos tipos celulares acima mencionados;

Avaliar a inibi¢ao da proliferagdo celular apos o tratamento in vitro com
melfalano, TNF ou a combinacdo de ambos em células endoteliais,
macrofagos e células de melanoma cultivadas em monocamada isoladamente
ou em cocultura, quando cocultivadas em modelos tridimensionais e quando
cultivadas em meio condicionado por cada um dos tipos celulares acima

mencionados;
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Observar o perfil e a cinética de expressao génica de Arhgef6, Pard3, Ifi202b,
Fabp4, Igf2bp3 e Fltl em células endoteliais, macrofagos e células de
melanoma cultivadas em monocamada isoladamente ou em cocultura, quando
cocultivadas em modelos tridimensionais e quando cultivadas em meio
condicionado por cada um dos tipos celulares acima mencionados e a
modificacdo destes em resposta ao tratamento in vitro com melfalano, TNF
ou a combinagdo destas drogas, através de QqRT-PCR;

Observar o perfil e a cinética de expressdo das proteinas a-PIX (ARHGEF6),
PAR3, IF1202B, FABP4, IGF2BP3 (IMP3) e VEGFR1 (FLT1) em células
endoteliais, macrofagos e células de melanoma cultivadas em monocamada
isoladamente ou em cocultura, quando cocultivadas em modelos
tridimensionais e quando cultivadas em meio condicionado por cada um dos
tipos celulares acima mencionados e a modificagdo destes em resposta ao
tratamento in vitro com melfalano, TNF ou a combinacdo destas drogas,

através de imunofluorescéncia e Western-blotting.
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4 METODOLOGIA

41 PADRONIZACAO DO CULTIVO DAS CELULAS DE

MELANOMA MURINO E DE MACROFAGOS

Utilizaram-se a linhagem de célula de melanoma B16F10 (ATCC
#CRL6322), células de melanoma murino cutdneo metastatico originalmente obtidas
apos 10 passagens em pulmao (Fidler I, 1973), e a linhagem de macrofagos murinos
IC-21 (ATCC #TIB-186), derivada de macréfagos peritoneais de camundongos
C57BL/6 imortalizados com virus SV-40.

Todas as linhagens celulares foram cultivadas em RPMI (Invitrogen) (IC-21)
ou DMEM low-glucose (Invitrogen) (B16F10), enriquecidos com soro bovino fetal
(SBF) (Cultilab ou Invitrogen) a 10% e mantidas em estufa aquecida a 37°C, numa
atmosfera com 5% de COs,.

Foram utilizadas, em todos os experimentos, células com aproximadamente o
mesmo numero de passagens (10 a 20). Para tanto, as células foram previamente
expandidas e congeladas em meio (RPMI ou DMEM) acrescido de 20% de soro
bovino fetal (SBF) e 10% DMSO (Sigma) na densidade de 5,0x10° a 1,0x10° células
por criotubo, em N liquido.

Para uso, todas as linhagens eram cultivadas até alcancarem 70% a 90% de
confluéncia, quando entdo eram lavadas com PBS, tripsinizadas com tripsina
0,025%, durante 1 a 2 minutos, ressuspendidas em meio adequado com SBF 10%,

centrifugadas a 2000rpm por 4 minutos e novamente ressuspendidas em meio
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completo. A contagem do nimero de células e a avaliagao de viabilidade foram feitas
pelo método de exclusdo do azul de Trypan. S6 foram empregadas células com mais
de 90% de viabilidade para a linhagem B16F10 e mais de 80% de viabilidade para

linhagem IC-21.

42 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE CELULAS

ENDOTELIAIS DE DERME DE CAMUNDONGO

Esta etapa foi realizada com a ajuda de dois alunos do programa de iniciagao
cientifica do CNPq (PIBIC/CNPq) (Lucas Alves de Freitas e Fernanda Antunes
Oliveira). Além disso, contou-se com a colaboragdo cientifica da Dra. Ana Paula
Lepique para isolamento e caracterizagdo das células endoteliais, e do Dr. Enrique
Boccardo e Dra. Laura Sichero para imortalizagdo das linhagens primarias obtidas.
Todos estes experimentos foram realizados no Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o

Cancer (ILPC).

4.2.1 Isolamento e cultivo de células endoteliais de derme de camundongo
. Animais

Foram empregados camundongos C57BL/6, SPF (specific patogen free), de
03 dias de vida e de 06 semanas (machos), criados em ambiente com temperatura e
luminosidade controladas, em microisoladores, alojados em estantes ventiladas e
recebendo ragdo apropriada e agua acidificada ad libitum, no biotério do Instituto

Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer (ILPC). Todos os procedimentos experimentais
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envolvendo animais foram aprovados pela Comissao de Etica no Uso de Animais da

Fundagdo Antonio Prudente (CEUA/FAP), sob o nimero 031/09.

. Isolamento e cultura primaria de células endoteliais da derme

Foram testados dois protocolos para o isolamento de células endoteliais.

1°. Protocolo:

As células endoteliais foram coletadas a partir de cerca 1,0g de pele total,
utilizando solugdes e materiais estéreis em capela de fluxo laminar. Utilizou-se 03
camundongos machos com 03 dias de vida. Realizou-se a eutanasia dos mesmos por
aprofundamento de anestesia com halotano, seguida de decapitacdo. Removeu-se a
cauda e os membros com ajuda de tesoura estéril e, depois, a pele com a ajuda de
pingas estéreis. Os fragmentos de pele foram lavados 3 vezes, durante 5 minutos, em
HBSS 1x (Hank’s balanced salt solution) contendo penicilina G cristalina 100UI/ml
+ estreptomicina 100pg/mL (Invitrogen), gentamicina 10ug/ml (Schering-Plough) e
anfotericina B 2,5ug/mL (Invitrogen). Passaram-se os fragmentos para um tubo
Falcon de 50mL, contendo 10mL de dispase (Invitrogen) 0,05mg/ml em PBS 1x
(Phosphate buffered saline). Colocou-se em banho-maria a 37°C, com agitacdo a
cada 10min, durante 90min. Apds esse processo, passaram-se os fragmentos para
uma placa de Petri e, com auxilio de pingas esterilizadas, removeu-se mecanicamente
a epiderme. Em outra placa de Petri, colocou-se 1,0mL de solucdo de colagenase 1A
(Invitrogen) (colagenase 1A 0,4%, albumina 4%, HBSS 1x) e acrescentaram-se os
fragmentos obtidos. Com a ajuda de 02 bisturis, cortou-se a derme em pedagos de
aproximadamente 1,0mm? dividindo o conteudo obtido em 04 tubos eppendorf,

completou-se com solucdo de colagenase 1A (Invitrogen), deixando-os em



24

Thermomixer a 37°C por 90 minutos sob agitagdo de 800rpm. ApoOs esse tempo,
passou-se o conteudo dos 04 tubos eppendorf para um tubo Falcon de 50mL,
realizou-se a coleta dos residuos com Mouse Tonic Hank’s solution (MTH) (HBSS
1x, HEPES 15mM, DNAse I 0,5U/ml, SBF 5%). Acoplou-se um cell strainer de
70um (BD Bioscience) num tubo Falcon de 50mL, mantido no gelo e o
umidificando-se com MTH. Diluiu-se a suspensdo celular em 10mL de MTH e
passou-a pelo cell strainer. Lavou-se o strainer com mais 10mL de MTH.
Centrifugou-se a suspensao durante Smin, a 400g e 4°C. Aspirou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o pellet em mais 10mL de MTH, centrifugou-se a suspensio por 5
minutos, a 400g e 4°C, descantando-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se o pellet
com 1,0mL de MTH.

2° protocolo:

Empregou-se uma modificacdo da estratégia descrita por (CARMELIET et al.
2001). 02 camundongos C57BL/6 machos com 6 semanas de vida, foram inoculamos
subcutaneamente, bilateralmente na regido traseira, 500ul de Matrigel GFR (BD
Bioscience), contendo heparina 130U/ml, bFGF 100 ng/ml e mVEGF 5,0 ng/mL,
utilizando-se uma seringa de insulina de 1,0mL com agulha de 27G para aplicagdo
do plugue de Matrigel. Apos sete dias, os animais foram eutanasiados com halotano.
Com o auxilio de tesoura e pingas estéreis retirou-se a pele dos camundongos a fim
de expor o subcutdneo e realizar a coleta do plugue de Matrigel. Colocaram-se os
plugues coletados em tubo Falcon de 50mL, contendo solugdo de HBSS I1x,
contendo penicilina G cristalina 100UI/mL + estreptomicina 100pg/mL (Invitrogen),
gentamicina 10ug/mL (Schering-Plough) e anfotericina B 2,5ug/mL (Invitrogen).

Aspirou-se o sobrenadante e repetiu-se o processo mais 03 vezes, deixando-os em
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cada lavagem durante Smin no gelo. Colocaram-se os plugues em 02 tubos eppendorf
de 2,0mL contendo 2,0mL de solugdo de colagenase 1A (Invitrogen) a 0,4% +
hialuronidase (Hyalozima, Apsen) 1000U/mL deixou-se no Thermomixer a 37°C por
60 minutos, sob agitacdo de 800rpm. Retiraram-se os plugues dos tubos eppendorf,
passamos para uma placa de Petri e com a ajuda de 02 bisturis cortaram-nos em
fragmentos menores. Colocou-se novamente no Thermomixer a 37°C por 30
minutos, sob agitacdo de 800rpm. Acoplou-se um cell strainer de 70pum em um tubo
Falcon de 50mL, mantido no gelo, umidificandos-e com MTH. Diluiu-se a suspensao
celular em 10mL de MTH e a passou-se pelo cell strainer, em seguida lavou-se o
strainer com mais 10mL de MTH. Centrifugou-se a suspensdo durante Sminutos a
400g e 4°C, e aspirou-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se o pellet em 10mL de
MTH e centrifugou-se a suspensdo por 5 minutos, a 400g ¢ 4°C, descartando o
sobrenadante em seguida. As células foram ressuspendidas em 100puL. de MTH.

Apbs obtengdo das células por qualquer um dos dois métodos, realizou-se a
contagem das células em camara de Neubauer, avaliando-se a viabilidade celular
pelo método de exclusdo do azul de Trypan. O protocolo 1 mostrou-se de maior
eficiéncia, sendo utilizado nos experimentos subsequentes.

Para isolamento das células endoteliais, as células foram marcadas com
anticorpo PE-anti-CD31/PECAM-1 (Abcam) 1:25 em MTH e 1,0uL de FcR block a
temperatura ambiente por 15min. Empregando-se o FEasySep PE Selection kit
(StemCell Technologies), seguindo as recomendacdes do fabricante, separou-se um
grupo de células. Este ¢ um kit para sele¢do positiva de células marcadas com

anticorpo acoplado a ficoeritrina (PE), empregando nanoparticulas imunomagnéticas.
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As células obtidas foram plaqueadas em placas de Petri de 60mm cobertas
com colageno IV (BD Biosciences), com uma densidade de 7500 células/cm?, 3,0mL
em meio para células endoteliais (DMEM low-glucose (Invitrogen), HEPES 10mM
(Sigma), SBF20% (Cultilab ou Invitrogen), mVEGF 5,0ng/mL (Invitrogen), insulina
5,0ug/mL  (Sigma), heparina 15U/mL, hidrocortisona 1,0ug/mL, penicilina G
cristalina 100U/mL, estreptomicina 100pg/mL, gentamicina 40pg/mL, anfotericina B
0,25ug/mL, endothelial cell growth suplement (ECGS, Invitrogen) 30ug/mL, [-
mercaptoetanol 5,0uM), e colocadas em estufa de CO, a 37°C.

As imagens com os cultivos primarios das células endoteliais encontra-se no

topico de anexos (Anexo 1).

. Imortalizacao das células endoteliais

O sobrenadante de células Bosc23 (fibroblasto ecotropico de camundongo
Bosc23 contendo vetores retrovirais do gene E7 de HPV16) foi utilizado para
infectar células endoteliais de derme de camundongo mantidas em cultura em placas
de Petri de 60mm com confluéncia de 20%. Para isso o meio das células Bosc23 foi
aspirado com uma seringa de 5,0mL e, utilizando-se um filtro de 0,45um, gotejado
sobre as células endoteliais. Apos 4-8 horas, foram adicionados 3,0ml de meio de
células endoteliais com SBF 20% (MCE20) fresco as células endoteliais. No dia
seguinte, o meio foi aspirado e substituido por 5,0mL de MCE20 fresco e mantidas
nessas condi¢des por mais 24 horas. Finalmente, o meio foi substituido por MCE20
com 800ug/mL Geneticina (G418, GibcoBRL). Apos uma semana de selecdo com
G418, as células foram mantidas em MCE20 fresco até verificar-se a formagao de

colonias.
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. Extraciao de RNA e realizacdo de Real-Time PCR quantitativo

Para a extracdo do RNA, descreve-se o método utilizado para obtencdo de
RNA total de células endoteliais, mas esse foi utilizado também nas demais
linhagens celulares.

Plaqueram-se as células endoteliais imortalizadas, no total de 1,0);106 células
em placas de 60mm, mantendo-as em cultura até atingirem 80% de confluéncia. A
partir dai, aspirou-se o meio e lavaram-se as células com PBS 1x. Adicionou-se
350uL de tampao RLT contendo B-mercaptoetanol a 1%, pipetando. Homogeneizou-
se o lisado passando-o por seringa com agulha de 20G por pelo menos 05 vezes.
Coletou-se o extrato e realizou-se a purificagdo do RNA total seguindo as
recomendagdes do fabricante para o RNeasy Mini Kit (Qiagen), que consiste em uma
série de lavagens com os tampdes RW1 e RPE (fornecidos pelo fabricante), diluindo-
se o RNA obtido em H,O livre de RNases. As concentragdes e integridade das
amostras foram quantificadas em espectrofotometro (NanoDrop, ND-1000), sendo
consideradas de boa qualidade quando a relacdo Ajzc/A230>1,8 e a relagdo
Az60/A230>1,7. A qualidade do RNA foi avaliada também pelo Bioanalyzer, sendo
consideradas amostras com boa qualidade aquelas com RIN (RNA integrity
number)>7,0.

Para avaliagdo da expressdao génica empregou-se a técnica de Real Time-PCR
quantitativo (QRT-PCR), utilizando-se iniciadores especificos para o gene Nos3
(nitric oxide synthase 3), visto que esse gene se encontra constitutivamente expresso

em células endoteliais.
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Os mRNA foram reversamente transcritos do RNA total oriundo da cultura de
células endoteliais de camundongo utilizando-se iniciadores oligo-dT e o kit
Improm-II Reverse Transcriptase (Promega), conforme instrugdes do fabricante.

No preparo das amostras, utilizamos 2,0ug RNA total, diluidos em 4uL de
H,0, e 1,0uL oligo dT. Para o mix, utilizamos 6,1uL H,O DEPC, 4,0uL tampao da
enzima transcriptase, 2,4 uL MgCl,, 1,0uL dNTP mix 10mM, 0,5uL RNAse
inhibitor e 1,0uL de enzima transcriptase reversa Improm-II ® (Promega).

Um cDNA obtido de um pool de linhagens celulares isogénicas a BI6F10 e
amostras de pulmao total foi empregado para padronizagdo dos primers Nos3 (Fw-
5’- AGA GCC TGC AAT TAC TAC CA-3’; Rv- 5’- GTG GAT TTG CTG CTC
TGT AG- 3’°). As reagdes foram acompanhadas, pela curva de incorporagdo de
SYBR Green, com o 7500 Real Time PCR SYSTEM (Applied Biosystems).

A eficiéncia da PCR com o par de iniciadores foi avaliada pela construcao de
uma curva padrdo para o gene investigado. Para isso, foram realizadas diluigdes
seriadas a partir do cDNA pool, referido anteriormente, preparado de um pool de
amostras de RNA total a partir de diferentes linhagens celulares isogénicas de
camundongos C57BL/6 (células endoteliais, fibroblastos normais, melanoma
B16F10 e pulmio total), provenientes de biopsias e de linhagens disponiveis em
nosso laboratorio, ndo submetidas a drogas, que corresponderiam aos mRNAs da
expressao basal dos genes.

A curva-padrio proveniente das dilui¢cdes seriadas de cDNA foi plotada num
grafico utilizando os valores dos CTs (Cycle Threshold) para cada diluicdo e
respectivas concentragdes (logjp RNA). A partir da curva-padrdo foi calculada a

equacdo da reta, bem como o valor da inclinagdo da reta ou slope. O célculo da
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eficiéncia da amplificacdo foi realizado segundo a formula: E=10"1P9 A reacdes
de amplificagdo foram realizadas em placas de 96 pogos, contendo duplicatas de cada
amostra, além de um controle negativo (sem ¢cDNA), num volume final de 20,0uL
para cada reagdo/poco, sendo 10,0nL do reagente SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems), 5,0ul. de um mix contendo os iniciadores forward e reverse na
concentragdo final 100nM e 5,0uLL de cDNA nas sucessivas concentragdes.

No real-time PCR, a fluorescéncia ¢ capturada e registrada a cada ciclo da
PCR, sendo que a intensidade de fluorescéncia detectada ¢ diretamente proporcional
a quantidade de ¢cDNA da amostra. Os dados gerados foram analisados por um
software especifico (7500 v2.0.5 - Applied Biosystems) e plotados em um grafico
que mostra a intensidade de fluorescéncia versus o niumero de ciclos. A analise de
cada reacdo foi realizada determinando primeiramente o baseline, que consiste na
quantidade de fluorescéncia lida durante os ciclos iniciais da PCR, onde ocorre pouca
alteragdo de sinal. O software desconta os valores dessa fluorescéncia basal das
medidas obtidas das amostras.

A partir da curva-padrio foi calculada a equagdo da reta, correlacionando as
diversas quantidades de cDNA com os CT obtidos, bem como o valor da inclinagdo
da reta ou slope, do gene Nos3. A partir desta equacdo encontrou-se uma eficiéncia
da reacao de amplificagdo do referido gene de 100% (2,004).

Procedeu-se a real-time-PCR para avaliagdao da expressao do gene Nos3, com
o mix de primers (Fw e Rv) na concentracdo 100nM, 200nM e 400nM, tendo-se
reagdes com duplicata das amostras do cDNA obtido de células endoteliais com 10ng
por reagdo, utilizando-se mix de reagentes do kit SYBR Green® e o ABI 7500 Real

time PCR (Applied Biosystems) para confirmagdo da expressao do referido gene. A
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concentragdo de primers de 400nM foi selecionada, visto apresentar os menores CTs.
A expressdao do gene Nos3 foi confirmada nas células endoteliais apés pRT-PCR
com as amostras das células endoteliais. Os graficos com resultado da expressdo
estdo disponiveis no topico de anexos (Anexo 2).

Para controle da qualidade da reacdo de transcrigdo reversa, padronizamos a
execucao de PCR (polymerase chain reaction) convencional, utilizando-se o gene
constitutivo Gapdh como referéncia e um mix de primers ja padronizados pelo nosso
laboratério (Fw 5-TTG TGG AAG GGC TCA TGA CCA-3’ / Rv 5-CGT ATT
CAT TGT CAT ACC AGG-3’) na concentragio de 100nM. Para a PCR
convencional utilizamos o kit 7/i DNA polymerase® (Promega), seguindo as
orientagdes do protocolo do fabricante, utilizando-se 20ng de cDNA por
reagao/amostra.

Ao final da PCR, preparamos um gel de agarose 1% em TBE 1x corado com
reagente GelRed® (Phenix Research) e cada amostra obtida foi diluida em tampao
6x (10 mM Tris-HCI (pH 7,6),0,03% azul de bromofenol, 0,03% xileno cianol FF,
Glicerol 60%, 60 mM EDTA) e aplicada no gel. Em cada gel preparado aplicamos
SuL de 100 bp DNA Ladder® (Invitrogen). Corremos as amostras a 110V sob
solugdo TBE 1x por aproximadamente 60 minutos.

Apds a corrida, o gel obtido foi revelado no fotodocumentador ultravioleta.
Apenas as amostras com bandas evidentes e preditas (aproximadamente 447bp) para
o gene referéncia Gapdh foram utilizadas nas reagdes de real-time PCR, por serem
tidas como de boa qualidade, como exemplificado por um dos experimentos

realizados com células MDMEC cultivadas em monocamada na Figura seguinte.
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Marcador 100bp

v

Amostras - MDMEC

-

Legenda: Amostras de cDNA foram obtidas por transcri¢do reversa a partir do RNA total extraido de
células MDMEC cultivadas em monocamada e submetidas a reagdo de PCR convencional com
iniciadores do gene Gapdh. Apos reagdo de PCR as amostras foram diluidas em tampdo 6x,
submetidas a corrida em gel de agarose diluida em TBE a 1% e posteriormente reveladas sob luz
ultravioleta.

Figura 1 - Evidenciam-se as bandas representativas de cada amostra conforme o

tamanho predito para a reacdo de PCR convencional para o gene Gapdh (447bp).

. Imunoistoquimica para caracterizacio das células endoteliais com
anticorpos anti-CD105 e anti-FvW

Para caracterizagao imunoistoquimica das cé¢lulas endoteliais, empregaram-se
os anticorpos anti-CD105 e anti-fator de von Willenbrand, visto que essas proteinas
estdo permanentemente expressas em células endoteliais.

Cultivaram-se as células endoteliais em laminas LabTek ® de 8 pocos
cobertas com gelatina porcina 0,1% (Sigma) em HCl 0,1N e fixaram-nas por 10
minutos com acetona gelada para o anticorpo anti-CD105 ou formalina tamponada
com fosfato gelada para o anticorpo anti-fator de von Willenbrand. Em seguida,
lavaram-se as laminas com PBS gelado e deixou-nas a temperatura de 4°C até o
inicio da reacdo de imunoistoquimica (IHQ). Procedeu-se o bloqueio da peroxidase
endogena com H,O, 6% (v/v) em metanol, com 03 trocas de 10 minutos cada. As

laminas foram lavadas em agua corrente destilada e com solugao salina (PBS) 10mM
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pH=7,4 por 5 minutos. Incubaram-se as laminas com os anticorpos primarios
diluidos conforme Quadro 1, em tampao PBS contendo albumina bovina (BSA) 1%
(Sigma, A9647, EUA) e azida sddica (NaN3) 0,1% (Merck), por 30 minutos a 37°C e

por 18 horas a 4°C em cdmara umida, respectivamente.

Quadro 2 - Lista dos anticorpos utilizados para caracterizacao

Anticorpos Clones Titulo Fabricantes
Fator de von Policlonal feito em 1:1000 Abcam cat# ab6994,
Willenbrand coelho Cambridge, MA, EUA
CD105 MJ7-18 feito em rato 1:100 BioLegend cat# 120402, San
Diego, CA, EUA

Ap0s esta etapa, lavaram-se as ldminas em tampao PBS com 03 trocas de 03
minutos cada. Em seguida, incubou-nas, por 30minutos, a 37°C com Advance” HRP
Link (Dako cod# K4068, Carpinteria, CA, EUA) e lavou-nas com tampao PBS com
03 trocas de 03 minutos cada. As laminas foram, entdo, incubadas em solugdo
substrato: 100mg de 3,3’-diaminobenzidine-tetrahydrochloride (DAB) (Sigma, D-
5637, EUA), 1,0mL de dimetilsulfoxido (DMSO), 1,0mL de H,O, 6% (4gua
oxigenada 20 vol) e 100 mL de PBS por 5min a 37°C, ao abrigo da luz. Logo ap0s,
lavou-nas em d4gua corrente e destilada por 03 minutos, contracorou-nas com
Hematoxilina de Harris por 01 minuto, lavou-nas em agua corrente e destilada.
Posteriormente, as ldminas foram imersas 02 vezes em agua amoniacal (solugdo de
hidroxido de amonio 0,5%), e novamente lavadas em 4gua corrente e destilada.
Procedeu-se a desidratacdo com etanol 80%, 30 segundos; etanol 95%, 30 segundos;

etanol 100% 2 vezes, 30 segundos cada; xilol 4 vezes, 30 segundos cada e montadas
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em Entellan neu (Merck, 1.07961, Alemanha). As imagens da imunohistoquimica

das células endotelias encontram-se representadas no topico de anexos (Anexo 3).

. Ensaio de tubulogénese

Para a realizagdo deste ensaio, cobriram-se 12 pocos de uma placa de 48
pogos com 400ul de Matrigel e DMEM (1:1). Levou-se a placa para estufa de CO; a
37°C por 30 minutos para polimerizagdo do gel. As células endoteliais imortalizadas
foram plaqueadas na densidade de 1,0x10° células/poco, 5,0)(104 células/poco e
2,5x10" células/pogo em meio de células endoteliais com SBF 10% e colocadas na
estufa de CO, a 37°C por 24 horas. Apds esse periodo, retirou-se a placa da estufa e
observa-se a formacao de estruturas tubulares capilariformes (VENETSANAKOS et
al. 2002; KOBAYASHI et al. 2004). Verificou-se a formacdo de tibulos nas
concentragdes testadas, estando as Figuras representadas no topico de anexos (Anexo

4).

43 IMUNOFLUORESCENCIA DOS CULTIVOS CELULARES

Para imunofluorescéncia, descreve-se o método realizado para caracterizagao
das células endoteliais (MDMEC), embora esse método tenha sido empregado nos
experimentos de imunofluorescéncia com as demais linhagens cultivadas em
monocamada. Cé¢lulas endoteliais foram ressuspendidas em 300uL de meio DMEM
suplementado num total de 3x10° células por pogo de uma placa de 04 pocos (Nunc
® - 20mm/pocgo) previamente preparada com a colocagdo de uma laminula de 15mm

na base de cada pogo. Colocou-se a placa na incubadora CO, a 37°C. Apos 03 dias,
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as cé¢lulas aderiram a superficie das laminulas presentes em cada pogo e atingiram
confluéncia de 80%. Nesse momento, aspirou-se o meio DMEM, lavando com PBS
Ix por 2 vezes e fixaram-se os cultivos com paraformaldeido 4% por 20 minutos.
Apos fixagdo, lavaram-se novamente com PBS 1x e conservaram-se as células em
solugdo com PBS 1x gelado sob temperatura de 4°C.

Para realizacdo da imunofluorescéncia das células endoteliais fixadas,
utilizou-se o anticorpo anti-CD31-PE (monoclonal feito em rato — PE (566/576)
Abcam cat# ab46733, Cambridge, MA, EUA) com titulo 1:25 e para marcagao
nuclear utilizamos TO-PRO-3 (TO-PRO®-3 iodide (642/661) - 1 mM solution in
DMSO - Invitrogen cat#T3605, Paisley, UK) com titulo 1:300.

Inicialmente, preparou-se uma cdmara imida revestindo a superficie externa
de uma placa de acrilico para cultura de células com papel aluminio a fim de impedir
a penetragdo de luz, o que poderia interferir com a fluorescéncia do anticorpo
testado, e forrou-se a placa com papel filtro umedecido para evitar ressecamento das
laminas durante a marcagao.

Retiraram-se as 04 laminulas, com as células endoteliais aderidas, da placa,
colocando-as sobre hastes na cdmara umida e distribuiu-se 100uL. de solug¢ao Tris-
glicina (glicina 0,1M, Tris 100mM pH7,4) na superficie de cada laminula e deixando
por 30min em temperatura ambiente. ApoOs esse periodo, retirou-se o excesso da
solugdo Tris-glicina e bloqueou-se por 01 hora com 100uL de solugdo de BSA
(bovine serum albumine) 5% diluida em PBS 1x por laminula. Em seguida, retirou-se
o excesso de BSA 5% e aplicou-se o anticorpo anti-CD31 e o marcador nuclear TO-
PRO-3 nas diluigoes referidas anteriormente numa solucao de BSA 1% em PBS 1x e

deixaram-se as laminulas sob protecdo na camara imida overnight. No dia seguinte,
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lavaram-se as laminulas com PBS 1x por 03 vezes, retirando-se o excesso e aplicou-
se o reagente Floursave® (Merck, cat#345789, Darmstadt, Germany) sobre a
superficie contendo as células, colocando-se as laminulas para secagem sobre
laminas de microscopia durante 02 dias. Com as laminulas aderidas a superficie da
lamina prosseguiu-se a avaliagdo da imunofluorescéncia, utilizando-se o aparelho de
microscopia confocal da Leica Microsystems®, modelo TCS SP3II e software LAS
AF, procedendo as calibragcdes dos lasers para cada comprimento de onda de
absorbancia e de emissdo do anticorpo anti-CD31 (absorbancia 566nm / emissdo
576nm) e do TO-PRO-3 (absorbancia 642nm / emissdo 661nm). As Figuras com a
visualizacdo da fluorescéncia demonstrando a marcagdo de imunofluorescéncia nas
células endoteliais encontram-se no topico de anexos (Anexo 5).

Nos cultivos em monocamada das células BI6F10 e MDMEC, para avaliagdo
da proteina PARD3, utilizamos o anticorpo primario anti-PARD?3 (rabbit policlonal
#ab64840 — Abcam) na diluicdo 1:500, conforme orientacdo do fabricante. Para
avaliacdo de FABP4, no melanoma, endotélio e macrdéfago, o anticorpo primario
anti-FABP4 goat anti-mouse #AF1443 (R&D Systems). Os anticorpos fluorescentes
secundarios foram o Alexa fluor 488 goat anti-rabbit #A11008® (Molecular Probes)
e o Alexa fluor 488 rabbit anti-goat #A11078® (Molecular Probes) na diluigdo
1:1000. Para marcac¢do nuclear adicionamos To-pro-3 iodide 642/661 #T3605®

(Molecular Probes) na diluigao 1:300.
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44 PADRONIZACAO DOS PRIMERS DOS GENES FABP4,
IFI1202B, FLT1, ARHGEF6, IGF2BP3 E PARD3 PARA REAL-TIME

PCR

Uma vez obtidas as amostras iniciais de RNA total das culturas em
monocamada das linhagens B16F10, MDMEC e IC-21, foram realizados os
experimentos para padronizacdo dos iniciadores (primers) e execugdo dos ensaios de
expressdo génica por real-time PCR. Foram utilizados os iniciadores dos genes
Fabp4, 1£i202b, Flt1, Igf2bp3(Imp3) e Pard3 a partir dos resultados de LIMA (2007).
Para o gene Argef6(Cool2), os primers foram obtidos do artigo de (KOHN et al.
2004).

Para realizacdo dos calculos de expressdo relativa por real-time PCR,
utilizou-se a metologia proposta por PFAFFL et al. (2001), onde a razdo de
expressao relativa ¢ determinada com base nas eficiéncias dos genes alvos e de genes

referéncia (housekeeping genes).

A CT{amostra referancia - amostra alvo)

{E gene al'.ru}

A CT{amostra referencia - amostra alvo)

{E gene r‘e'f«eréml:iaal:’I

[E= eficiéncia, CT= limiar de ciclo de amplifica¢ao (Cicle Threshold)]

Inicialmente seria utilizado apenas o gene de expressdo constitutiva Gapdh

(gliceraldeido-fosfato desidrogenase) para os calculos de expressdo relativa. Todavia,

conforme discutido no artigo de (VANDESOMPELE et al. 2002), at¢ mesmo os
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genes constitutivos podem variar a expressao, interferindo consideravelmente com os
resultados de expressdo génica por real-time PCR, sendo proposto pelos autores a
utilizacdo de ao menos 03 genes referéncia e, através de uma ferramenta de
padronizagdo  elaborada pelos mesmos conhecida como GENORM®

(http://medgen.ugent.be/genorm/), a obtengdo de normalizadores adequados. Dessa

forma, foram selecionados mais 02 genes referéncias, fActina e Hprtl (hipoxantina-
fosforibosil transferase 1), a partir de dados da literatura. Os resultados de expressao
génica obtidos com os 03 genes referéncia foram plotados no GENORM que
forneceu um fator normalizador numérico, substituindo o denominador da formula

proposta por PFAFFL et al. (2001), como representado a seguir.

ACT(referéncia - amostra)
{E gene alvo}

Fater normalizagio (CEMORM)

Todos os genes foram padronizados antes da realizacdo dos ensaios de real-
time PCR e avaliagdo de expressao relativa. O Quadro 3 apresenta os primers dos

genes avaliados no projeto.



Quadro 3 - Genes e primers selecionados para as reagdes de real-time PCR

Gene Primer Foward (5°-3°) Primer Reverse (5°-3”) Amplicon cDNA
Fabp4 AAAGAGAAAACGAGATGGTGACAAG TGTGGAAGTCACGCCTTTCA 64bp
Tmp3 CCACTTCTATGCTTGCCAGGTT TGCTTTACCTGAGTCAGAATTTCCT 63bp
1i202b CTGAGAGCTACGAGGTACAGTTACATG GGGTTACATCACTCACTGTTTTTCA 73bp
Pard3 GCGGATCAGCAGATGTAACGA TTCTCGGTCATCCAGTTCTGTCT 88bp
Fltl CAAGCCCAAGGCCTCCAT CCCGCCTCCTTGCTTTTACT 60bp
Cool2 AGTACTGCTGCCCTGGAAGA CCACAAAGCACAAAGCTCAA 467bp
Hprtl TGGATATGCCCTTGACTATAATGAGT GGCTTTTCCAGTTTCACTAATGACA 55bp
BActina TGGCTCCTAGCACCATGAAGA CACCGATCCACACAGAGTACTTG 69bp
Gapdh GGGCTGGCATTGCTCTCA TGCTGTAGCCGTATTCATTGTCA 73bp

38
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Para padroniza¢do dos genes alvos e referéncias, seguiram-se os passos de
real-time PCR descritos na caracterizacdo das células endoteliais, utilizando-se,
como descrito, um pool/ de amostras de RNA total a partir de diferentes linhagens
celulares isogénicas de camundongos C57BL/6 (células endoteliais, fibroblastos
normais, melanoma B16F10 e pulmao total), provenientes de biopsias e de linhagens
disponiveis no laboratorio, para posterior confeccdo do cDNA referéncia (pool) das
reagoes de PCR.

Utilizando-se 10ng do ¢cDNA em duplicata para cada gene, testaram-se 03
concentragdes (100nM, 200nM e 400nM) de um mix dos primers foward e reverse €
se executou real-time PCR, estabelecendo-se, a partir dos resultados reunidos, a
concentracdo de 100nM para Fabp4, Ifi202b, Pard3, Fltl, Imp3 e Gapdh, de 200uM
para o gene Arhgef6 e 400nM para os genes fActina e Hprtl (Quadro 4).

Em seguida, avaliou-se a eficiéncia dos primers dos genes previamente
citados, utilizando-se concentracdes decrescentes de cDNA referéncia (pool) (100ng,
10ng, 1,0ng, 0,Ing e 0,01ng) em duplicata para cada gene. Consideraram-se como
tendo eficiéncia adequada os genes com valores entre 1,8 e 2,2 (slope de -3,1 a -3,6)

(Quadro 5) e concluimos a etapa de padronizagdes dos primers.
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Quadro 4 - Representacdo dos valores dos limiares de ciclo de amplificagdao (CT)
ideais para cada gene testado.

Gene Concentracéo CT CT médio CT sSD
Fabp4 100uM 23.34265 23.20677 0.192163
Fabp4 100pM 23.07089 23.20677 0.192163
1fi202b 100uM 29.93012 29.94104 0.015443
1fi202b 100uM 29.95196 29.94104 0.015443
Pard3 100uM 24.13096 24.12126 0.013716
Pard3 100uM 2411156 24.12126 0.013716

Fltl 100uM 25.95085 25.93863 0.017281

Fltl 100puM 25.92641 25.93863 0.017281

Imp3 100pM 25.96083 25.94725 0.01921

Imp3 100pM 25.93367 25.94725 0.01921

Arhgef6 200uM 26.77224 26.69536 0.108724
Arhgef6 200uM 26.61848 26.69536 0.108724
Gapdh 100pM 18.66256 18.65599 0.009291
Gapdh 100pM 18.64942 18.65599 0.009291
bActina 400pM 17.76343 17.8528 0.126392
bActina 400pM 17.94217 17.8528 0.126392

Hprtl 400pM 24.48805 24.5529 0.101883

Hprtl 400pM 24.62494 24.5529 0.101883

Legenda: A partir de duplicatas de amostras de 10ng de cDNA do pool de RNA de referéncia,
testaram-se para cada gene as concentragdes de 100uM, 200uM e 400puM. CT = limiar de ciclo de
amplificagdo, SD= desvio padréo.

Quadro 5 - Eficiéncia dos primers

Gene Slope Eficiéncia Eficiéncia (%)
Arhgeft -3.0550 2.1248694 100
Fabp4 -3.5340 1.9185162 91.85
Fitl -3.5350 1.9181627 91.81
1fi202b -3.7310 1.8536369 85.36
Imp3 -3.6560 1.8772537 87.72
Pard3 -3.4360 1.9545019 95.45
Gapdh -3.46 1.9455126 94.55
PActina -3.33 1.9944551 99.44
Hprtl -3.63 1.8837660 88.37
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Com os resultados da padronizacdo dos primers finalizados, seguiram-se os
experimentos de real-time PCR para avaliacdo de cinética de expressdo génica nas
linhagens B16F10, MDMEC e IC-21 cultivadas em monocamada e tratadas com

melfalano e TNF-alpha isolados e em associagao.

4.5 PADRONIZACAO DA CULTURA TRIDIMENSIONAL COM

CELULAS B16F10, CELULAS ENDOTELIAIS E MACROFAGOS

4.5.1 Estabelecimento de esferdides de células B16F10 em gel de agarose
Objetivando a determinacdo de um modelo que representasse melhor a
estrutura das lesdes tumorais in vivo, assim como, avaliasse a interacdo intercelular
existente entre célula neoplasica, endotélio e macréfago; foi proposto o
estabelecimento de culturas tridimensionais (esferdides) com as linhagens de
melanoma murino (B16F10), endotélio (MDMEC) e macrofago (IC-21).
Utilizando-se uma placa de 96 pocgos de fundo chato, foram distribuidos
100uL de agarose LMP (low melting point) autoclavada a 1% diluida em DMEM nos
pogos e deixada a placa em repouso para secagem do gel por 30 minutos. Apds,
foram distribuidos 150pL de meio DMEM contendo 3,0x10° células B16F10
ressuspendidas em 150uL de meio/pogo e deixadas na incubadora de CO,. Apos 07
dias, observou-se a formacao de esferoides coesos nos respectivos pogos das placas.
As imagens contendo os esferoides de células B16F10 encontram-se no topicos de
anexos (Anexo 6). Essa metodologia foi testada para o estabelecimento de esferoides

com células endoteliais e macrofagos sem sucesso.
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4.5.2 Estabelecimento de esferdides pelo método gota invertida

Avaliou-se o estabelecimento dos esferoides de células endoteliais, testando-
se a metodologia da gota invertida, utilizando a placa micro NUNC® de 60 pocos.
Distribuiram-se 3,0x10° células MDMEC em 20pL de meio DMEM suplementado
em cada pogo da placa e deixou-se em incubagdo a 37°C com CO; a 5%. Apos 03
dias de cultivo, observou-se a formacao de esferdides coesos € bem delimitados. Os
esferdides se mantiveram coesos até 07 dias de incubagdo, todavia ndo foi observado
crescimento importante dos mesmos no decorrer desse periodo, mantendo-se
diminutos. As imagens com os esferoides de células endoteliais encontram-se
representados no topico de anexos (Anexo 7). Esta metodologia foi testada com as
células B16F10 e macrofagos, mas ndo se observou formacao de esferoides por esse

método.

4.6 ESTABELECIMENTO DE ESFEROIDES MISTOS DE
CELULAS B16F10, MDMEC E IC-21 PELO METODO GOTA
INVERTIDA ADAPTADO PARA PLACA DE 96 POCOS COM GEL

DE AGAROSE LMP 1%

Testou-se o estabelecimento de esferdides mistos com as linhagens B16F10,
MDMEC e IC-21, utilizando-se a metodologia de gota invertida, pois com a
metologia do gel de agarose ndo houve sucesso. Em experimentos anteriores,
utilizando a placa micro NUNC® de 60 pogos, foi obtido sucesso na formacao de
esferdides de MDMEC, todavia, observou-se que os esferdides formados por esse

método eram dificeis de coletar e manipular, ja que os pocos eram diminutos e com
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pouco volume de meio (20uL) em cada poco. Tendo em vista que o objetivo das
coculturas era a avaliagdo do padrdo de citotoxicidade e expressdo génica das
linhagens apods os tratamentos com as drogas melfalano e TNF-alpha, tentou-se
padronizar um novo método de maior praticidade para utilizacdo dos esferoides.
Outro ponto que se definiu foi o emprego das linhagens B16F10, MDMEC e IC-21
apenas com as combinagdes B16F10 e MDMEC e com as trés linhagens juntas,
excluindo as combinagdoes MDMEC e IC-21; e B16F10 e IC-21, considerando-se o
pouco significado que a associagdo de células endoteliais com macréfago e de
melanoma com macrofago traria aos experimentos de expressdo génica por ndo
traduzirem um cenario observavel in vivo.

Para realiza¢do deste experimento, adaptou-se, entdo, o método descrito no
artigo de HERRMANN et al. (2008) considerando sua potencial praticidade e
reprodutibilidade.

Prepararam-se duas placas de 96 pocos de fundo chato com gel de agarose
LMP 1% dissolvido em 100puL de meio DMEM por pogo, da mesma forma do que
foi descrito para a obtencao dos esferdides B16F10, mas, agora, ap6s secagem do
gel, distribuiram-se 150uL de meio DMEM-SBF10% em cada pogo, que serviria
para o posterior cultivo dos esferoides a serem obtidos conforme o descrito a seguir.
Plaquearam-se as linhagens nas combinagdes propostas anteriormente
(B16F10+MDMEC e BI16F10+MDMEC+IC-21), mantendo o total de 3x10°
células/poco, com igual propor¢do entre elas e ressuspendidas em 20uL de meio
DMEM, tendo-se uma placa para cada cocultura testada. Agora, ao invés de

distribuirem-se os cultivos diretamente sobre o gel de agarose, plaqueou-los nos aros
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contidos na face interna da tampa da placa, onde cada aro corresponde a borda do

pogo contido na mesma, como representado na imagem seguinte.

= A

(e

Legenda: Células das linhagens BI6F10, MDMEC e IC-21 foram cocultivadas na concentragéo final
de 3,0x10°células em 20uL de meio DMEM por pogo e plaqueadas nos aros da tampa de uma placa
96 pocos de fundo chato.

Figura 2 - Imagem demonstrando a tampa de uma placa 96 pogos preparada com as
células B16F10, MDMEC e IC-21 em cocultivo e distribuidas em 20uL. de meio
DMEM para cada um dos aros da tampa.

Uma vez preparados os cultivos multicelulares, virou-se a tampa
cautelosamente sobre a placa para evitar que as gotas se deformassem no contato
com os aros dos pogos e, em seguida, colocaram-se as placas com as tampas numa
estufa com agitacdo circular por 02 horas a 37°C a 100rpm. Apds esse periodo,
transferiram-se as placas para uma incubadora a 37°C com CO; a 5%, por mais 72

horas.
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Decorridos 03 dias de incubagdo, evidenciou-se a formagdao de esferoides
bem coesos com todas as combinacdes celulares propostas (B16F10 + MDMEC e
B16F10 + MDMEC + IC-21). A placa foi entdo centrifugada a 500 RPM por 1
minuto, a fim de transferir os esferdides contidos nos aros da tampa para os fundos
dos respectivos pogos contendo o gel de agarose LMP 1% e o meio DMEM+
SBF10%. A seguir, deixaram-se as placas em incubagdo por mais 04 a 05 dias para
se observar a manutencdo e viabilidade dos esferdides formados. Apos 05 dias, os
esferdides se mantiveram coesos. As imagens com os esferoides mistos contendo as
linhagens B16F10, MDMEC e IC-21 encontram-se representadas no topico de
anexos (Anexo 8). A seguir uma representagdo esquematica do processo de obtenc¢ao

dos esferoides.
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Suspensio de células [3,0x107]

~—Tampa
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Agarose LMP 1% — L = |
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incubacao
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@ Centrifugacéo
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Figura 3 - Representacdo grafica do processo de obtencdo dos esferoides utilizando
a metologia da gota invertida, com o preparo das amostras na superficie dos aros da

tampa de uma placa de 96 pogos, sendo colocadas em suspensdo na forma de gotas.

Apbs 3 dias ocorre a formagdo de um esferoide coeso em cada aro do pogo, sendo entdo transferido,

apos centrifugacdo, para o fundo do pogo contendo meio e gel de agarose.

47 CARACTERIZACAO HISTOQUIMICA DOS ESFEROIDES DE
MELANOMA BI16F10 E ESFEROIDES MISTOS COM AS
LINHAGENS DE MELANOMA B16F10, CELULAS ENDOTELIAIS

(MDMEC) E MACROFAGOS IC-21

Uma vez determinada a metologia para obtengdo das culturas
tridimensionais, procurou se avaliar as caracteristicas morfohistologicas dessas

estruturas, realizando fixacdo e emblocamento em parafina e coloragdo com
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hematoxilina e eosina (HE) dos esferdides de B16F10 e das coculturas B16F10-
MDMEC e B16F10-MDMEC-IC-21.

Inicialmente, preparam-se as placas com os esferdides de células B16F10,
conforme relatado em topico anterior. Como os esferoides eram estruturas
diminutas, foi preparado um pool de esferdides de cada cultura testada. Utilizando-
se uma ponteira p200 com a ponta cortada para aumentar o didmetro da mesma,
realizou-se a captura de cada esferoide contido em cada poco da placa de 96 pocos
aspirando-os num volume de 30-40uL e os transferindo para um tubo eppendorf de
1,7mL. Assim, com todos os esferdides da placa transferidos para o tubo 1,7mL,
aspirou-se o meio de cultura proveniente dos volumes dispensados durante a
transferéncia e adicionou-se cerca de ImL de paraformaldeido a 4% (PFA4%) para
fixacdo, durante 20 minutos, agitando-se periodicamente o tubo. Apos fixacdo,
cautelosamente, aspirou-se 0 PFA4%, lavou-se a cultura com PBS 1x por 03 vezes e
deixou-se a amostra conservada em PBS1 x a 4°C até posterior parafinizagdo e
coloracdo com HE.

Prosseguiu-se, entdo, com a etapa de parafinizagdo, contando com a
colaboragdo do técnico em anatomia patologica Carlos Ferreira Nascimento. Nessa
etapa, aspirou-se o PBS 1x contido nas amostras, substituindo-se por alcool para
desidratacdo. Logo apds, diafanizou-se a amostra com xilol em substituicdo ao
alcool e, finalmente, impregnou-se com parafina liquida a 60°C e, apos secagem,
prepararam-se pequenos blocos de parafina. Os blocos foram cortados e prepararam-
se as laminas para coloracgdo com HE. Resumidamente, nessa etapa,
desparafinizaram-se e hidrataram-se os cortes, coraram-se com solu¢do de

hematoxilina por 15 minutos, lavando-se, em seguida, com 4agua por 10min,
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corando-se com eosina por 10 minutos, lavando-se novamente em dagua,
desidratando-se em alcool 70% rapidamente e selando-se a lamina com a laminula.
Ap6s sucesso do método de coloracdo com HE dos esferdides B16F10, procedeu-se
ao preparo das laminas de HE das coculturas tridimensionais, contendo duas
linhagens (B16F10-MDMEC) e trés linhagens (B16F10-MDMEC-IC-21). O
resultado da coloracdo histoquimica com HE dos esferdides B16F10, assim como
dos esferoides mistos, foi registrado em microscopio adaptado para captura de

imagens fotograficas e esta respresentado no topico de anexos (Anexo 9).

4.8 PADRONIZACAO DA DOSE DE DOXORRUBICINA PARA
CONTROLE DE CITOTOXICIDADE COM MELFALANO E TNF-ALPHA

PELO MTT

A fim de avaliar a sensibilidade das linhagens de melanoma, células
endoteliais e macréfagos ao efeito citotoxico do melfalano e do TNF-alpha e
verificar alguma possivel interagdo entre tais drogas, realizaram-se ensaios de
toxicidade in vitro com as linhagens B16F10. Inicialmente, padronizou-se a dose de
doxorrubicina como controle de citotoxicidade dos ensaios, conforme sugestdo da
banca qualificadora do projeto, sendo a metodologia definida para a citotoxicidade
da doxorrubicina empregada para avaliagcdo da citotoxicidade do melfalano e TNF-
alpha subsequentemente.

Ressuspenderam-se 3x10° células BI6F10 em 200uL de meio DMEM por
poco e plaqueou-las em 02 placas de 96 pocos de fundo chato, correspondendo uma

ao ensaio de citotoxicidade apds 24 horas de tratamento e a outra ao ensaio de 48
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horas. Nessas placas tinha-se um grupo controle (meio DMEM+SBF10% sem
droga) e os grupos de tratamentos, com sextuplicatas para o controle e para cada
grupo/tratamento. Apos distribui¢ao das células, a placa foi colocada na incubadora
de CO, a 5% por 6 horas para que aderissem ao fundo do pogo. A partir de dados da
literatura, foram pré-selecionadas as doses de doxorrubicina na concentragdo
0,5ug/mL e 1,0ug/mL como as de maior poder citotoxico (NAGY et al. 1997; DA
SILVA et al. 2010). Apods a incubagdo de 06 horas, aspirou-se cautelosamente o
meio das placas e o substituiu-se por 200pL. de meio DMEM-SBF10% contendo as
doses acima mencionadas, sendo 06 pocos com meio DMEM-SBF10% sem
doxorrubicina que corresponderam ao grupo controle, 06 pogos com meio contendo
doxorrubicina (Adriblastina RD ® - Pfizer) [0,5ug/mL] e 06 pocos com
doxorrubicina [1,0ug/mL] e colocaram-se as placas novamente na estufa. Apds 24
horas, aspirou-se o meio com os tratamentos e adicionaram-se 200uL/poco de
DMEM+SBF10% contendo MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazdlio, Sigma) na concentracdo 50pg/mL, retornando a placa para a
incubadora. Apods 3 horas, o meio contendo MTT foi removido e adicionou-se
DMSO (Sigma) 200uL por pogo para solubilizacdo dos cristais formazan
produzidos. Nesse momento, aparece uma solucdo azulada, sendo a quantidade da
cor azul proporcional ao nimero de células viaveis. Colocou-se a placa para leitura
no leitor de ELISA Spectramax M5 (Molecular Devices®) calibrado na absorbancia
540nM, obtendo-se os numeros de absorbancia dos pogos da placa. O mesmo
procedimento foi realizado para a segunda placa apds 48 horas do tratamento.
Avaliou-se os resultados numéricos obtidos na leitura no programa estatistico

GraphPrism 4.0 (Graphpad Software ®), utilizando os célculos de ANOVA
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(analysis of variance) com pos-teste Tukey para as varidveis de distribuicao
paramétrica ou Kruskal-Wallis com pds-teste Dunnett para os célculos ndo
paramétricos.

Observou-se atividade citotoxica da doxorrubicina tanto em 24 horas quanto
em 48 horas para as doses 0,5ug/mL e 1,0ng/mL e para os protocolos futuros foi
escolhida a dose de 1,0pg/mL pela maior ativididade citotoxica relativa. O grafico
com o resultado da citotoxicidade da doxorrubicina encontra-se representado no

topico de anexos (Anexo 10).

4.9 ENSAIO DE PADRONIZACAO DE DOSE DE MELFALANO E TNF-

ALPHA

Para avaliacdo da citotoxicidade do melfalano e TNF-alpha utilizaram-se
células de melanoma B16F10 e de queratindcitos primarios derivados de prepucio
humano. Os queratindcitos foram incluidos no experimento para avaliacdo da
citotoxicidade do TNF-alpha, conforme orientacdo da banca de qualificagdo desse
trabalho, visto apresentar atividade citotdxica direta nessas células. A partir da dose
determinada com queratinécitos testou-se o TNF-alpha nas células B16F10.

Distribuiram-se as células em placas de 96 pocos e plaqueando-as na
concentragio de 3,0x10° células por pogo, com sextuplicadas para cada
grupo/tratamento, conforme na metodologia de citotoxicidade com doxorrubicina.
Ap0ds 6 horas de incubacdo, aspirou-se o0 meio DMEM+SBF10% e adicionou-se meio
novo com as doses MI=melfalano 36,9uM, M2=18,5uM, M3=12,3uM, T10=TNF-

alpha 10ng/mL, T100= TNF-alpha 100ng/mL, D = doxorrubicina 1,0ug/mL e as
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combinagdes T10+M1, T10+M2, T10+M3, T100+M1, T100+M2, T100+M3 em
sextuplicata para cada grupo de tratamento em uma placa para 24horas e outra para
48 horas. Para cada experimento (placa), tinhamos um grupo controle (C), contendo
células de melanoma B16F10 com meio DMEM+SBF10% e um grupo controle K,
contendo queratinocitos de prepucio humano para avaliagdo de citotoxicidade
exclusiva do TNF-alpha, como descrito anteriormente.

Ap0s 24 horas e 48 horas as placas preparadas com MTT foram lidas no leitor
espectraMax MS5. Para cada avaliacdo de citotoxicidade, foram realizados pelo
menos 02 ensaios, selecionando-se dentre esses, as doses de melfalano 36,9uM,
TNF-alpha 100ng/mL e a combinacdo melfalano 36,9uM e TNF-alpha 100ng/mL
por apresentarem atividade citotoxica em 48 horas com significancia estatistica
(p<0,05).

Para confirmagdo do efeito citotoxico das doses selecionadas (melfalano
36,9uM e TNF-alpha 100ng/mL), realizou-se um novo ensaio com doses escalonadas
das referidas drogas, tendo-se para o melfalano as doses: M1 = melfalano 3690uM;
M2 = melfalano 369uM; M3 = melfalano 36,9uM; M4 = melfalano 3,69uM; M5 =
melfalano 0,369uM e para o Tnf-alpha as doses: T1 = TNF-alpha 1000ng/mL; T2 =
TNF-alpha 100ng/mL; T3 = TNF-alpha 10ng/mL; T4 = TNF-alpha 0,1ng/mL. Foi
comprovada atividade citotoxica apenas para os tratamentos selecionados no
experimento anterior ¢ em doses superiores a essas. As Figuras com as doses
padronizadas para citotoxicidade encontram-se representadas no topico de anexos

(Anexo 11).
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410 AVALIACAO DE PROLIFERACAO APOS OS TRATAMENTOS

COM MEL E TNF-A

A fim de avaliar se a citotoxicidade observada nos ensaios com a
metodologia do MTT descritos anteriormente dever-se-ia ou ndo a inibicdo da
proliferacdo celular, realizaram-se experimentos de andlise de proliferagdo pela
incorporacdo BrdU nas linhagens testadas. Nesse ensaio, as células vidveis e em
proliferacdo incorporam o BrdU durante a sintese da cadeia de DNA, mensurando-se
a proporcao dessas células com o kit colorimétrico (Kit Cell proliferation BrdU
colorimetric — Roche ®), onde se evidencia, apdés uma sequéncia de reagdes, o
aparecimento de coloragdo azul que ¢ proporcional a quantidade de células em
atividade proliferativa.

Utilizaram-se placas de 96 pogos de fundo chato, plaqueando-se 3x10°
células/pogo, ressuspendidas em 100pL de meio DMEM+SBF10% (células
B16F10), DMEM suplementado com fatores de crescimento endotelial (células
MDMEC) ou RMPI+SBF10% (células IC-21), tendo-se sextuplicatas para cada
grupo de tratamento e controles. Foram realizados pelo menos 02 ensaios separados
para cada linhagem. Testaram-se as mesmas doses selecionadas nos ensaios de
citotoxicidade com MTT, incubando-se as células por 48 horas igualmente. Apos as
48 horas com os tratamentos, procedeu-se o experimento de proliferagao obedecendo
a metodologia do kit, como descrito a seguir.

Apds o periodo de tratamento de 48 horas, adicionam-se a cada poco
contendo os tratamentos e aos controles 10pL da solu¢do BrdU labeling® e deixa-se

a placa na incubadora CO; 5% a 37°C por 02 horas. Ao término desse periodo,
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aspira-se o meio, adicionando 200uL por poco da solu¢do Fixdenat® e mantem-se
por 30 minutos em temperatura ambiente. No passo seguinte, remove-se a solucao
anterior e adiciona-se 100uL do anticorpo anti-BrdU-POD working® em cada pogo,
deixando em temperatura ambiente por 90 minutos. Remove-se o anticorpo, lavando
os pogos com PBS 1x por 03 vezes e adicionam-se 100uL de Substrate solution ®.
Apos esse ultimo passo, ocorre o aparecimento de coloragdo azul claro num intervalo
de 05 a 30 minutos. Analisou-se a placa no leitor de ELISA (SpectraMax M5®) por
absorbancia no comprimento de onda 370nM e os valores de absorbancia foram
analisados estatisticamente no Graphpad Prism 4.0. Os tratamentos foram
comparados com o grupo controle.

Durante a realizagdo deste experimento, a intensidade da coloragdo azul obtida
na reagdo de incorporacdo de BrdU era progressivamente maior no decorrer do
tempo entre 05 a 30 minutos. Por esse motivo, foram realizadas leituras seriadas com
intervalos de 5°, 10°, 20’ e 30 minutos entre elas para registro adequado dos valores
de absorbancia. O gréfico resultante dessas leituras demonstrou que o intervalo ideal
de leitura se deu aos 10 minutos do surgimento da colorag¢do inicial, quando os
resultados dos tratamentos expressos nas curvas se separam. Em intervalos
superiores (20’ e 30’) a quantidade de BrdU incorporada e consequente coloragdo
azul aumentaram em demasiado e distorceram os resultados da leitura, ultrapassando

em muito o limite de 1,0 proposto pelo kit. Vide Figura a seguir.
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Legenda: Células B16F10 foram cultivadas numa placa 96 pogos de fundo chato na concentragio
3x10° células/poco, tratadas e submetidas a ensaio de proliferagio com melfalano e TNF-alpha, tendo-
se sextuplicatas para cada grupo de tratamento. O grafico representa a curva de incorporagao de BrdU
no decorrer do tempo. C= controle sem tratamento, M= melfalano 36,9uM,T=TNF-alpha 100ng/mL
MT= melfalano 36,9uM + TNF-alpha 100ng/mL .

Figura 4 - Cinética de incorporagdo do BrdU no ensaio de proliferacdo. Observa-se que
apenas aos 10min as curvas se separam entre o grupo controle e tratamento com TNF-alpha e a leitura
da absorbancia se da de forma adequada. Intervalos de 20’ ¢ 30 minutos aumentam a intensidade da

absorbancia distorcendo a leitura pelo método.

4.11 MEIO CONDICIONADO PELAS LINHAGENS B16F10,

MDMECE IC-21

Conforme descrito nos objetivos do projeto, foram realizados ensaios de
citotoxicidade em meio condicionado por cada uma das linhagens celulares
disponiveis, a fim de avaliar como substincias produzidas por cada linhagem
modificariam o padrdo de citotoxicidade obtido com meio DMEM padrdao

suplementado com soro bovino a 10% (DMEM+SBF10%).
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Para preparo do meio condicionado, células B16F10 foram cultivadas em
garrafas 150T até atingirem confluéncia de 80%. Nesse momento, aspirou-se o0 meio
padraio DMEM—-SBF10% e adicionou-se meio novo DMEM acrescido de SBF a 2%
e colocou-se a garrafa em incubagdo por 24 horas. A utilizag¢do de soro bovino fetal a
2% visou diminuir a quantidade de fatores de crescimento exdgenos no meio,
permitindo que fatores produzidos diretamente pela linhagem pudessem ser
avaliados.

Apo6s o periodo de 24 horas, aspirou-se o meio condicionado pelas células
B16F10, filtrou-se (filtro 22um) e o armazenou em freezers -80°C para posterior uso
nos ensaios de citotoxicidade e de expressdo génica. O mesmo protocolo foi utilizado
para obtenc¢ao de meio condicionado nas demais linhagens (MDMEC e IC-21).

Foi testado também o condicionamento de meio DMEM sem suplementac¢ao
com soro bovino fetal, ou seja, DMEM puro, todavia, apos 24 horas, todas as células
do cultivo encontravam-se mortas, inviabilizando a condicionamento de DMEM sem

soro, mantendo-se, entdo, a suplementacao com SBF 2%.
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5 RESULTADOS

5.1 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE E PADRONIZACAO DE DOSE

DE MELFALANO E TNF-ALPHA

Para avaliagdo da citotoxicidade do melfalano ¢ TNF-alpha utilizaram-se
células de melanoma B16F10. Apds 48 horas evidenciamos efeito citotoxico
significativo (p<0,05) com as doses de melfalano 36,9uM, TNF-alpha 100ng/mL ¢ a
combinagdo melfalano 36,9uM e TNF-alpha 100ng/mL (p<0,05), conforme

resultado a seguir.
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Legenda: Células B16F10 foram cultivadas numa placa 96 pogos de fundo chato na concentracio
3,0x10° células/pogo e em sextuplicata para cada grupo de tratamento. O grafico representa o
resultado de 3 ensaios. C = grupo controle; M1 = melfalano 36,9nM; T100 = TNF-alpha 100ng/mL; D
= doxorrubicina 1,0pg/mL; *=p<0,05; ***= p<0,001. Os tratamentos foram comparados com o grupo
controle (sem tratamento). A percentagem de células vivas foi estimada pela razdo entre a absorbancia
obtida nas amostras dos grupos de tratamento e a absorbancia das amostras controle.

Figura 5 - Observa-se atividade citotoxica importante e significativa com as doses
de melfalano = 36,9nM, TNF-alpha = 100ng/mL e a combinagdo de ambas.



57

5.2 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE COM MELFALANO E TNF-

ALPHA UTILIZANDO-SE MEIO DMEM CONDICIONADO

Avaliamos o padrdo de citotoxicidade das drogas melfalano e TNF-alpha,
utilizando os meios condicionados pelas linhagens MDMEC e IC-21, obtidos como
descrito no topico 4.6 da metodologia.

Para cada meio condicionado testado, realizamos ao menos 02 experimentos
isolados, para garantir a reprodutibilidade dos ensaios. Quando tratamos as células
B16F10 em meio condicionado por células MDMEC, evidenciamos uma
modificacdo importante do padrdo de toxicidade apresentado quando cultivadas em
meio DMEM+SBF10%. Embora mantida a significancia da atividade citotoxica das
drogas testadas, observamos maior citotoxicidade do TNF-alpha, representada pelo
menor nimero de células vidveis apds 48 horas (Figura 6-a). Avaliamos também o
comportamento das células B16F10 quando tratadas com meio condicionado por
células de macrofago (IC-21). Em comparagdo as células crescidas em meio
DMEM+SBF10%, foi mantida a citotoxidade de todas as drogas, mas com maior
propor¢ao de células viaveis apds 48 horas de tratamento com melfalano e TNF-
alpha, conferindo uma aparente resisténcia ao efeito das drogas (Figura 6-b). A
diferenca provavelmente ndo se deve a menor concentracdo de SBF no meio
condicionado, uma vez que observamos efeitos distintos com meio condicionado por

IC-21 e MDMEC.
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Legenda: Células B16F10 foram cultivadas numa placa 96 pogos fundo chato na concentracio 3x10°
células/pogo e em sextuplicata para cada grupo de tratamento. O grafico representa o resultado de 02
ensaios isolados. A percentagem de células vivas foi estimada pela razdo entre a absorbancia obtida
nas amostras dos grupos de tratamento e a absorbancia das amostras controle. C = grupo controle, M =
melfalano 36,9uM, T2 = TNF-alpha 100ng/mL; **=p<0,01; ***=p<0,001.

Figura 6 - Ensaio de citotoxicidade em células BI6F10 com os meios condicionados

por células MDMEC e IC-21. Em a) o resultado dos ensaios de citotoxicidade com meio

condicionado por MDMEC, onde se observa atividade citotoxica todas as drogas testadas e com maior
intensidade para o TNF-alpha quando comparada com meio DMEM+SBF10%. Em b), o resultado dos
ensaios de citotoxicidade com meio condicionado por IC-21, onde se evidencia atividade citotoxica
significativa de todas as drogas testadas, mas em menor propor¢do quando

comparada com meio DMEM+SBF10%.

Realizamos também os ensaios de citotoxicidade com as linhagens de célula
endotelial de camundongo (MDMEC) e macréfago murino (IC-21). Inicialmente,
verificamos o perfil de citotoxicidade do melfalano e TNF-alpha com células
cultivadas em meio DMEM+SBF10% e, posteriormente, com meio condicionado.
Para cada linhagem e meio utilizados foram realizados pelo menos 03 ensaios, a fim
de fortalecer os achados experimentais.

Para a linhagem de macrofago murino (IC-21) (Figura 7), observamos um
padrdo de citotoxicidade diferente das células de melanoma B16F10 (Figura 5), com

perda da atividade citotoxica do TNF-alpha. Quando tratadas em meio condicionado
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houve diminui¢do do efeito citotoxico da associacdo das drogas melfalano e TNF-
alpha, assim como da atividade da doxorrubicina, embora ainda mantendo a
significancia estatistica. Quando cultivadas em meio condicionado por MDMEC,
observamos atividade citotoxica apenas para o grupo melaflano 36,9 uM com perda
da atividade da doxorrubicina, do TNF-alpha 100ng/mL e da associacdo de TNF-
alpha e melfalano, como demostrado na Figura 7.

Repetimos o experimento descrito anteriormente para a linhagem de células
endoteliais MDMEC. Para essas células, observamos atividade citotoxica
significativa associada ao tratamento com melfalano 36,9uM, TNF-alpha 100ng/mL
e de melfalano + TNF-alpha quando em meio DMEM+SBF10%. Comparativamente,
quando cultivadas em meio condicionado por células B16F10, verificamos a
manuten¢do da atividade citotoxica do melfalano, mas houve perda da atividade de
TNF-alpha 100ng/mL isoladamente, além de relevante diminui¢do da citotoxicidade
da doxorrubicina. Quando tratadas com meio condicionado por células IC-21, temos
um padrdo semelhante ao do obtido com meio condicionado por B16F10, com perda
da citotoxicidade do TNF-alpha (Figura 8), mas se mantendo a citotoxicidade das
demais drogas.

Apresentamos, apos as Figuras 7 e 8, o Quadro com os resultados de
citotoxicidade obtidos nas linhagens B16F10, MDMEC e IC-21, quanto cultivadas
em meio DMEM-+SBF10% e em meio condicionado, a fim de facilitar a analise e

entendimento dos resultados j& descritos.
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Legenda: Células IC-21 foram cultivadas em placa 96 pogos fundo chato na concentragdo 3x10° células/200uL/pogo em sextuplicatas para cada grupo de tratamento.
Cada grafico representa o resultado de 03 ensaios. A percentagem de células vivas foi estimada pela razdo entre a absorbancia obtida nas amostras dos grupos de
tratamento e a absorbancia das amostras controle. C = grupo controle; M = melfalano 36,9uM; T = TNF-alpha 100ng/mL; MT= melfalano 36,9uM + TNF-alpha

100ng/mL; D = doxorrubicina 1,0pug/mL *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001.
Figura 7 - Ensaio de citotoxicidade com MTT em células IC-21 em meio DMEM+SBF10%, DMEM condicionado por BI6F10 e por

MDMEC. Em a) evidencia-se atividade citotéxica apenas com melfalano e a associagdo melfalano e TNF-alpha, além da doxorrubicina, em células IC-21 com meio

DMEM+SBF10%; em b), observa-se diminui¢@o da atividade citotoxica das drogas nas células IC-21 quando em meio DMEM condicionado B16F10, embora ainda

significativa; em ¢) quando tratadas em meio condicionado por MDMEQC, a atividade citotdxica ¢ mantida apenas no grupo de tratamento com melfalano.
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Legenda: Células endoteliais MDMEC foram distribuidas numa placa de 96 pogos na concentragio 3x10° células por pogo e submetidas a ensaio de citotoxicidade
com melfalano e TNF-alpha, tendo-se sextuplicatas para cada grupo de tratamento. Cada grafico representa o resultado de 03 ensaios. A percentagem de células vivas
foi estimada pela razdo entre a absorbancia obtida nas amostras dos grupos de tratamento e a absorbancia das amostras controle. C = controle sem tratamento, M =
melfalano 36,9uM,T=TNF-alpha 100ng/mL MT= melfalano 36,9uM + TNF-alpha 100ng/mL e D = doxorrubicina 1,0ug/mL. **=p<0,01; ***=p<0,001.

Figura 8 - Apds avaliacdo em 48 horas. Em a) o ensaio de citotoxicidade de células MDMEC com meio DMEM+SBF10% demonstrando atividade
significativa para todos os tratamentos, com efeito citotoxico menor do TNF-alpha, quando comparado ao melfalano ou a associagdo melfalano+TNF-alpha. Em b)
ensaio com meio DMEM condicionado B16F10: observa-se perda da atividade citotoxica de TNF-alpha e diminui¢do do efeito da doxorrubicina, embora ainda

significativo e, em ¢), ensaio com meio condicionado por IC-21, onde se observou a perda da citotoxicidade do TNF-alpha, mas se preservando a citotoxicidade das

demais drogas.
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A seguir o Quadro representa padroes de citotixicidade observados nas

diferentes linhagens em meio DMEM+SBF10% e em meio condicionado.

Quadro 6 - Padroes de citotoxicidade observados nos cultivos em monocamada com
meio DMEM+SBF10% e meio condicionado.

B16F10 monocamada
DMEM+SBF10% Meio MDMEC Meio IC-21
M T MT M T MT M T MT
++ + +++ ++ +++ +++ + + ++
MDMEC monocamada
DMEM+SBF10% Meio B16F10 Meio 1C-21
M T MT M T MT M T MT
+++ ++ ++ +++ 0 +++ +++ 0 +++
IC-21 monocamada
DMEM-+SBF10% Meio B16F10 Meio MDMEC
M T MT M T MT M T MT
++ 0 - ++ 0 + + 0 0

Legenda: Tratamentos: M = melfalano 36,9nM; T= TNF-alpha 100ng/mL; MT=associacdo de
melfalano e TNF-alpha. Intensidade do efeito citotoxico: 0 = sem efeito estatisticamente significativo,
+ menor efeito citotoxico e +++ maior efeito citotoxico.

5.3 CITOTOXICIDADE COM MELFALANO E TNF-ALPHA EM

ESFEROIDES

Utilizamos, para este ensaio, esferéides de B16F10 obtidos conforme

protocolo descrito anteriormente (gel de agarose LMP 1%) e as doses estabelecidas

nos ensaios de citotoxicidade de doxorrubicina 1,0png/mL, melfalano 36,9uM (M),

TNF-alpha 100ng/mL (T) e ambos (M+T) em 48horas.
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Preparamos 01 placa de 96 pocos, contendo 02 sextuplicatas para cada
tratamento testado e para o controle, distribuindo meio DMEM+SBF10% contendo
cada um dos 04 tratamentos acima referidos num volume de 160uL/poco. Assim,
tinhamos 60 pocos preenchidos na placa, contabilizando o grupo controle. Utilizando
ponteiras p200 com a ponta cortada com bisturi para aumentar o diametro da ponteira
e facilitar a captura dos esferdides, aspiramos os esferdides no volume de 40uL e os
transferimos cautelosamente para os pogos da placa contendo os tratamentos, sempre
dispondo de 01 esferoide por poco/tratamento. Apos transferéncia, completdvamos,
assim, os 200uL de volume final dos tratamentos padronizados no ensaio de
citotoxicidade em monocamada e colocamos a placa na estufa por 48h.

Apbs 48 horas de incubagdo com as drogas, aspiramos cautelosamente os
meios dos pogos com uma ponteira p200 conectada a um aspirador a vacuo. Agora,
substituimos os tratamentos por 200uL/poco de meio novo contendo MTT 50pug/mL
e incubamos a placa por mais 3 horas. Em seguida, centrifugamos novamente a placa
a 1000g por 05 minutos, aspiramos o meio contendo o MTT, e adicionamos DMSO
200uL/pogo. Nesse momento, com a solubulizag@o dos cristais formazan produzidos
pelas células viaveis e o aparecimento da coloragcdo azul tipica do método,
realizamos a leitura da placa no espectrofotometro (Spectramax MS5) no
comprimento de onda 540nM. Os dados numéricos obtidos foram submetidos a
analise estatistica pelo programa GraphPrism 4.0.

Apds andlise estatistica, foi evidenciada atividade citotoxica apenas de
melfalano 36,9uM e da associacdo melfalano e TNF-alpha 100ng/mL nos esferdides
da linhagem BI16F10. Interessantemente, houve perda da atividade citotoxica de

TNF-alpha 100ng/mL isoladamente e da doxorrubicina (Figura 9), fato ndo
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observado quando as células B16F10 foram cultivadas em monocamada. Além
disso, a intensidade da atividade citotoxica do melfalano foi reduzida, quando

comparada aos resultados obtidos das culturas em monocamada.
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Legenda: Cé¢lulas de melanoma murino B16F10 foram cultivadas em placa 96 pogos fundo chato,
preparada com gel de agarose LMP 1% 100uL/well, na concentragdo 3,0x10°células/pogo. Apos 07
dias, os esferoides formados foram transferidos para uma placa nova contendo os tratamentos, sendo
cada grupo em sextuplicata. O grafico representa o resultado de 03 ensaios. A percentagem de células
vivas foi estimada pela razdo entre a absorbancia obtida nas amostras dos grupos de tratamento e a
absorbancia das amostras controle. C = grupo controle; M = melfalano 36,9uM; T = TNF-alpha
100ng/mL, MT = ambos ¢ D = Doxorrubicina 1,0png/mL. * = p<0,05; **=p<0,01.

Figura 9 - Citotoxicidade em esferdides B16F10. Os tratamentos foram comparados

com o grupo controle. Observa-se que melfalano isoladamente possui atividade citotoxica

significativa e que essa parece ser potencializada pela associagdo com Tfna, embora ambas
proporcionalmente menores que as observadas nos cultivos em monocamada. TNF-alpha

isoladamente ndo apresentou atividade citotoxica significativa, assim como a doxorrubicina.
Apos avaliacdo da citotoxicidade dos esferdides de B16F10, buscamos avaliar
o padrao de citotoxicidade das drogas, utilizando os esferéides de MDMEC. Porém,

os esferoides de MDMED revelaram-se diminutos e dificeis de manipular,

dificultando a transferéncia dos mesmos para as placas dos ensaios de citotoxicidade.
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Com o insucesso dos experimentos de citotoxicidade com esferdides MDMEC, esses
foram excluidos da analise.

Procedermos, entdo, os ensaios de citotoxicidade com esferdides mistos
(coculturas tridimensionais) compostos com as linhagens B16F10, MDMEC e IC-21,
Nao experimentamos problemas para realizagdo dos ensaios, no que tange a captura
dos esferdides, pois esses apresentaram crescimento adequado apds estabelecimento
dos mesmos. Tivemos como resultados que os esferdides compostos pelas linhagens
B16F10 e MDMEC apresentaram importante diminui¢do da atividade citotoxica das
drogas testadas (melfalano 36,9uM, TNF-alpha 100ng/mL e doxorrubicina
1,0ng/mL), havendo citotoxicidade significativa apenas para a associagdo melfalano
e TNF-alpha (Figura 10a). Para os esferdides compostos pelas trés linhagens,
evidenciamos atividade citotoxica significativa quando tratados com melfalano e
melfalano + TNF-alpha, diferindo do perfil apresentado nos esferéides com as
linhagens duas linhagens (B16F10/MDMEC). Observou-se também atividade
citotoxica significativa com a doxorrubicina, o que ndo ocorreu nos demais ensaios

com esferdides (Figura 10b).
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a) Citotoxicidade em 48 horas - b) Citotoxicidade em 48 horas
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Legenda: Células das linhagens B16F10 (melanoma), MDMEC (células endotelial) e IC-21
(macréfago murino), foram distribuidas nos aros da tampa de uma placa de 96 pogos na concentragdo
de 3x10° células ressuspendidas em 20mcL de meio DMEM por aro/pogo, obedecendo a
proporcionalidade entre cada uma das linhagens. Cultivadas por 03 dias, obtiveram-se esferdides com
as linhagens B16F10/MDMEC e com as linhagens B16F10/MDMEC/IC-21. Os graficos representam
o resultado de 03 ensaios. A percentagem de células vivas foi estimada pela razdo entre a absorbancia
obtida nas amostras dos grupos de tratamento e a absorbancia das amostras controle. C = grupo
controle; M = melfalano 36,9uM; T = TNF-alpha 100ng/mL, MT = melfalano+TNF-alpha ¢ D =
Doxorrubicina 1,0pg/mL. * = p<0,05; ***=p.001.

Figura 10 - Citotoxicidade em esferéides mistos com duas linhagens
B16F10/MDMEC e com trés linhagens B16F10/MDMEC/IC-21. Os tratamentos

foram comparados com o grupo controle. Em a), ensaio de citotoxicidade com esferéides

compostos por células B16F10/MDMEC: evidencia-se atividade citotoxica significativa apenas para a
combinag¢do de melfalano e TNF-alpha. Em b) Ensaio de citotoxicidade com esferdides compostos por
células B16F10/MDMEC/IC-21: observa-se que melfalano isoladamente possui atividade citotoxica
significativa e que essa parece ser potencializada pela associagdo com Tfna. A doxorrubicina também
apresentou atividade citotoxica significativa. TNF-alpha isoladamente ndo apresentou atividade

citotoxica significativa.

54 AVALIACAO DE PROLIFERACAO APOS OS TRATAMENTOS

COM MELFALANO E TNF-ALPHA

Seguimos para os ensaios de proliferagdo com as linhagens B16F10,
MDMEC e IC-21 utilizando-se meio padrao e os meios condicionados por cada uma

das linhagens. Observamos importante inibi¢do da proliferacdo nas células tratadas
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com melfalano 36,9uM e com a associacdo melfalano e TNF-alpha 100ng/mL. TNF-
alpha isoladamente apresentou inibi¢do significativa apenas para a linhagem B16F10
e essa inibi¢do pareceu proporcionalmente maior no meio condicionado por células
endoteliais, como representado na Figura 11(al, a2 e a3). Para as células endoteliais
manteve-se a inibicdo da proliferagdo pelos tratamentos contendo melfalano,
conforme o que foi verificado para o melanoma, mas ndo foi vista inibicdo da
proliferacdo pelo TNF-alpha (Figura 11: bl, b2 e b3). No caso da linhagem de
macrofagos (IC-21), o TNF-alpha pareceu produzir um efeito de estimulo a
proliferacdo quando comparado com o grupo controle, embora ndo significativo,
além de modificar o padrdo de resposta da associacdo de drogas melfalano e TNF-
alpha com menor inibi¢do de proliferacdo, quando comparada com as demais
linhagens (B16F10 e MDMEC). Vide Figura 11: c1, c2 e c3.

Dessa forma, a atividade citotoxica observada nos ensaios com MTT com as
linhagens B16F10, MDMEC ¢ IC-21, deve-se, em grande medida, & inibi¢do de
proliferacdo pelo melfalano e pela associagdo de melfalano e TNF-alpha. O TNF-
alpha apresentou menor inibicdo nas células de melanoma e nenhuma atividade

antiproliferativa significativa.
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Legenda: Células BI6F10, MDMEC e IC-2 foram cultivadas numa placa 96 pogos fundo chato na concentragio 3x10° células/pogo e submetidas a ensaio de
proliferacdo com melfalano e TNF-alpha, tendo-se sextuplicatas para cada grupo de tratamento. Os tratamentos foram comparados com o grupo controle. Cada grafico
representa o resultado de pelo menos 02 ensaios. Para a linhagem B16F10 também foram testados os meios condicionados por MDMEC e IC-21. Para as linhagens
MDMEC e IC-21 os ensaios foram realizados em meio DMEM condicionado por células BI6F10 e meio DMEM condicionado por células MDMEC ou IC-21. A
percentagem de células vivas foi estimada pela razdo entre a absorbancia obtida nas amostras dos grupos de tratamento e a absorbancia das amostras controle. C =
controle sem tratamento, M = melfalano 36,9uM, T = TNF-alpha 100ng/mL MT = melfalano 36,9uM + TNF-alpha 100ng/mL . *=p.05; **=p<0,01; ***=p<0,001.

Figura 11 - Ensaio de proliferagdo com células B16F10, MDMEC e IC-21. Em a) ensaio de proliferagdo com células B16F10 evidenciando inibigio
importante da proliferacdo com os tratamentos contendo melfalano; o mesmo padrdo foi observado com os meios condicionados por IC-21(a.2) e MDMEC (a.3); O
TNF-alpha mostrou efeito inibitdrio em relagdo ao melfalano, todavia quando avaliamos o TNF-alpha nos meios condicionados, a inibi¢do desse foi proporcionalmente
maior no meio condicionado por MDMEC; em b), ensaio de proliferagio com MDMEC demostrando atividade inibitoria do melfalano e melfalano+TNF-alpha ¢
auséncia de inibigdo significativa pelo TNF-alpha isoladamente, padrdo que se repetiu quando se utilizando meio condicionado por células B16F10 e IC-21 conforme

representado em b.2 e b.3); em c¢) ensaio com células IC-21, revelando efeito antiproliferativo apenas do melfalano isoladamente e em combinagdo com TNF-alpha.

Esse padrio antiproliferativo mateve-se inalterado quando se utilizou meio DMEM condicionado por células B16F10 e por células MDMEC, conforme c¢.2 e ¢.3.
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ApoOs resultados obtidos nos cultivos em monocamada, procedemos aos
ensaios de proliferagdo em coculturas tridimensionais (esferdides) compostas das
linhagens B16F10, MDMEC e IC-21. Para cada cocultura tridimensional testada foi
realizado pelo menos 02 ensaios isolados.

Quando utilizados esferdides com linhagens B16F10/MDMEC, foi
evidenciada atividade antiproliferativa semelhante a obtida com as culturas em
monocamada, embora em menor intensidade, com inibi¢do da proliferagio
significativa pelo melfalano 36,9uM e com associacdo de melfalano e TNF-alpha
100ng/mL, mas nao com TNF-alpha isoladamente. Nas coculturas tridimensionais
compostas pelas linhagens B16F10/MDMEC/IC-21, o efeito antiproliferativo foi
observado apenas com melfalano isoladamente, sendo perdida a atividade observada
na associagdo melfalno e TNF-alpha. Tal padrio difere do observado com as
referidas coculturas nos ensaios de citotoxicidade com MTT, onde se revelou
atividade citotoxica com melfalano isoladamente e em associagdo com TNF-alpha.
Uma explicacdo possivel é que a quantificagdo da proliferacio no grupo
melfalano+TNF-alpha, embora numericamente inferior, ndo atingiu significancia
talvez por maior variabilidade das amostras no ensaio (Figura 12), ou por existir,
neste cenario, maior indug¢do de apoptose direta pelo TNF como contribuinte para

diminuig¢ado de viabilidade celular observada no ensaio de MTT.
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Legenda: Células das linhagens BI6F10, MDMEC e IC-21 foram distribuidas nos aros da tampa de
uma placa de 96 pogos na concentragio de 3,0x10° células ressuspendidas em 20pL de meio DMEM
por aro/pogo, obedecendo a proporcionalidade entre cada uma das linhagens e cultivadas por 3 dias,
obtendo-se, assim, esferdides com as linhagens BI6F10/MDMEC e com as linhagens
B16F10/MDMEC/IC-21. Os graficos representam o resultado de pelo menos 02 ensaios. A
percentagem de células vivas foi estimada pela razdo entre a absorbancia obtida nas amostras dos
grupos de tratamento e a absorbancia das amostras controle. C = grupo controle; M = melfalano
36,9uM; T = TNF-alpha 100ng/mL, MT = melfalano+TNF-alpha. * = p<0,05.

Figura 12 - Ensaio de proliferagdo com esferdides de celulas B16F10, MDMEC e

IC-21. Em a) ensaio de proliferagiio com esferdides mistos B16F10/MDMEC demonstrando inibigio

da proliferacdo celular nos tratamentos melfalano 36,9uM isolado e em associagdo com TNF-alpha
100ng/mL; em b), ensaio com esferdides mistos B16F10/MDMEC/IC-21 revelando antividade
antiproliferativa significativa apenas para o grupo tratado com melfalano, embora também se observe

inibigdo da proliferagdo com a associa¢ao melfalano+TNF-alpha, mas ndo significativa.

5.5 CINETICA DE EXPRESSAO GENICA EM RESPOSTA AOS

TRATAMENTOS COM MELFALANO E TNF-ALPHA

Realizamos os experimentos de cinética de expressao génica dos cultivos de
células B16F10, MDMEC e IC-21 em monocamada em placas 60mm, utilizando
meio suplementado com SBF10% e os meios condicionados; e também as culturas
tridimensionais, submetendo-as aos tratamentos com melfalano 36,9uM, TNF-alpha

100ng/mL e melfalano + TNF-alpha nos tempos 15 minutos, 3 horas, 6 horas e 12
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horas e comparando-os com os controles. Dessa forma, tinhamos, para cada
linhagem, tipo de cultivo (monocamada ou tridimensional) e meio utilizado, 16
grupos avaliados (04 grupos em 04 tempos), como exemplificado no diagrama a

seguir.

Culturas B16F10 /MDMEC / 1C-21
| |

MEL TNF MEL+TNF
on| {an] {on] 120

Figura 13 - Diagrama dos experimentos de cinética de expressao

Avaliamos o perfil da expressdo génica das amostras das células B16F10 em
monocamada primeiramente. Todos os genes alvos foram testados, assim como os
genes referéncia selecionados. Procedemos, no minimo, 02 experimentos isolados de
cinética de expressdo, para cada linhagem analisada, e com as respectivas reagoes de
real-time PCR, objetivando uma verificagdo mais acurada e consistente dos
resultados. Os genes que apresentassem CT maior que 35, foram considerados como
de expressdo muito baixa ou inexistente.

As etapas de tratamento das culturas, extragdo de RNA total, transcri¢do
reversa do DNA molde e real-time PCR, seguiram as metodologias descritas nos

topicos de metodologia.
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Para os 02 experimentos de cinética de expressdo génica realizados com
células B16F10 cultivadas em monocamada, ndo evidenciamos a expressao dos
genes Argef6, 1fi202b e Fltl. O gene Imp3 apresentou expressdo bastante varidvel
entre os grupos de tratamento avaliados (Figura 14). Apesar disso, identificamos que

o tratamento com melfalano inibiu a expressao entre 3 horas e 6 horas de exposicao.
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Legenda: Células BI6F10 foram cultivadas em monocamada num total de 10x10° células por placa
de 60mm e tratadas com as melfalano 36,9uM, TNF-alpha 100ng//mL e melfalano+TNF-alpha
durante os tempos Oh (15 minutos), 3h, 6h ¢ 12h e, posteriormente, realizada avaliagdo da expressdo
génica por real-time PCR. (C=grupo controle, M=melfalano, T=TNF-alpha ¢ MT= melfalano+TNF-
alpha, Oh = 15°de exposicdo, 3h= 3 horas de exposi¢do, 6h= 6 horas de exposi¢do ¢ 12h= 12 horas de
exposicdo). Os valores de expressao relativa foram comparados entre os tratamentos e os controles e
entre os tratamentos entre si.

Figura 14 - O gréfico representa os valores de expressdo relativa do gene Imp3.
Observa-se expressao diminuida do gene em todos os tratamentos e controles, de forma variavel,
porém o tratamento com melfalano inibiu a expressdo do gene a partir entre 3 e 6 horas de tratamento.
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Para o gene Pard3 observamos modificagdo do padrdo de expressdo das
amostras de B16F10 em monocamada tratadas com melfalano isoladamente e em
associacdo com TNF-alpha com inibicdo da expressdao do referido gene iniciando-se
ap6s o tempo 3 horas, com expressao relativa (ER) >1,5. Esse efeito ¢ permanece e
se potencializa apods 6 horas de exposi¢do ao tratamento (ER >2.5) (Figura 15).

O gene Fabp4 apresentou baixa expressao nas células B16F10 cultivadas em
monocamada, mas observamos modificagdao da cinética de expressao quando estas
foram tratadas com TNF-alpha 100ng/mL no decorrer dos tempos estudados (Figura

16), com aumento progressivo da expressao do referido gene.
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Legenda: Células BI6F10 foram cultivadas em monocamada num total de 10x10° células por placa
de 60mm, tratadas com as melfalano 36,9uM, TNF-alpha 100ng//mL e melfalano+TNF-alpha durante
os tempos Oh (15 minutos), 3h, 6h e 12h e posteriormente realizada avaliagdo da expressdo génica por
real-time PCR. Os valores de expressao relativa foram comparados entre os tratamentos e os controles
e entre os tratamentos entre si. (C = Grupo controle, M = melfalano 36,9uM, T = TNF-alpha
100ng/mL, MT= melfalano + TNF-alpha, Oh = 15°de exposi¢do, 3h= 3 horas de exposi¢do, 6h= 6
horas de exposicdo e 12h= 12 horas de exposicdo, 1* Rep= 1? replicata experimental, 2* Rep= 2°
replicata experimental).

Figura 15 - O grafico representa o perfil de expressao relativa de 02 experimentos de

cinética de expressao para o gene Pard3 apds 3 horas e apos 6 horas de tratamento.

Observa-se diminui¢do da expressdo do gene no grupo tratado com melfalano 36,9uM isoladamente e

em associagdo com TNF-alpha 100ng/mL.
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Legenda: Células BI6F10 foram cultivadas em monocamada num total de 10x10° células por placa
de 60mm, tratadas com as melfalano 36,9uM, TNF-alpha 100ng//mL e melfalano+TNF-alpha durante
os tempos Oh (15 minutos), 3h, 6h e 12h e posteriormente realizada avaliagdo da expressdo génica por
real-time PCR. Os valores de expressdo relativa foram comparados entre os tratamentos e os controles
e entre os tratamentos entre si. (T = TNF-alpha 100ng/mL, Oh = 15°de exposi¢do, 3h= 3 horas de
exposi¢ao, 6h= 6 horas de exposi¢ao e 12h= 12 horas de exposi¢io).

Figura 16 - O grafico representa o perfil de expressao relativa de 02 experimentos de

cinética de expressdo para o gene Fabp4. Observa-se aumento progressivo da expressio do

referido gene no decorrer do tempo.

Prosseguimos com os experimentos de cinética de expressao génica e real-
time PCR com a linhagem de células endoteliais (MDMEC) -cultivadas em
monocamada. Nao foi observada expressao consistente dos genes Arhgef6 e [fi202b.

Na linhagem MDMEC cultivada em monocamada, o gene Fabp4 apresentou
aumento da expressao no decorrer do tempo de cultivo de 15 minutos (Oh) a 12 horas
com meio DMEM+SBF10% suplementado nos controles sem drogas, aparentando
sofrer influéncia do fatores de crescimento endotelial presentes no meio
suplementado. Observamos que os tratamentos com TNF-alpha 100ng/mL e
melfalano 36,9uM associado com TNF-alpha 100ng/mL potencializaram esse efeito

de aumento de expressdo do gene (Figura 17).
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Legenda: Células MDMEC foram cultivadas em monocamada num total de 10x10° células por placa de 60mm e tratadas com as melfalano 36,9uM, TNF-alpha
100ng/mL e melfalano+TNF-alpha durante os tempos Oh (15 minutos), 3h, 6h e 12h e posteriormente realizada avaliacdo da expressdo génica por real-time PCR. (C=
Controle, T=TNF-alpha ¢ MT= melfalano+TNF-alpha, Oh = 15’de exposi¢do, 3h= 3 horas de exposi¢do, 6h= 6 horas de exposi¢do ¢ 12h= 12 horas de exposi¢do). Os
valores de expressdo relativa foram comparados entre os tratamentos e os controles ¢ entre os tratamentos entre si.

Figura 17 - O grafico representa o perfil de expressdo relativa de 02 experimentos de cinética de expressdo para o gene Fabp4. Observa-se

aumento progressivo da expressdo do referido gene no decorrer do tempo nos tratamentos contendo TNF-alpha (TNF-alpha e melfalano+TNF-alpha).
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Quando avaliamos o gene FItl, evidenciamos que o tratamento com TNF-
alpha 100ng/mL modificou a cinética de expressao, com aumento da expressao do

gene nos tempos 3h e 6h e diminui¢ao da expressao apos 12 horas (Figura 18).

0,5 - W 1a. Replicata
0 - experimental

M 2a. Replicata
-1 4 experimental

TOH ‘ T3H ‘ T6H ‘T12H

FLT1

Legenda: Células MDMEC foram cultivadas em monocamada num total de 10x10° células por placa
de 60mm e tratadas com as melfalano 36,9uM, TNF-alpha 100ng//mL e melfalano+TNF-alpha
durante os tempos Oh (15 minutos), 3h, 6h e 12h e posteriormente realizada avaliagdo da expressao
génica por real-time PCR. (T=TNF-alpha, Oh = 15’de exposi¢ao, 3h= 3 horas de exposi¢ao, 6h= 6
horas de exposi¢do e 12h= 12 horas de exposi¢do). Os valores de expressdo relativa foram
comparados entre os tratamentos e os controles e entre os tratamentos entre si.

Figura 18 - O grafico representa o perfil de expressao relativa de 02 experimentos de

cinética de expressdo para o gene Fltl. Observa-se aumento progressivo da expressio do

referido gene nos tempo 3h e 6h e diminuigao da expressdo apo6s 12h.

Em culturas MDMEC em monocamada, o gene Pard3 teve cinética de
expressao modificada pelos tratamento com melfalano 36,9uM isoladamente e em
associagdo com TNF-alpha 100ng/mL. Observamos que ap6s 3h e 6h de tratamento
ocorre inibi¢do da expressdao do gene, que se mantém até 12h (Figura 19).

O ultimo gene a apresentar expressao nas culturas MDMEC em monocamada
foi Igf2bp3(Imp3), que teve a cinética de expressdo modificada pelos tratamentos

contendo melfalano 36,9uM isoladamente e em associagdo com TNF-alpha
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100ng/mL. Observamos que os tratamentos inibem a expressao de Igf2bp3 apods 3h,

6h e 12h (Figura 20).
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Legenda: Células MDMEC foram cultivadas em monocamada num total de 10x10° células por placa
de 60mm, tratadas com as melfalano 36,9uM, TNF-alpha 100ng//mL e melfalano+TNF-alpha durante
os tempos Oh (15 minutos), 3h, 6h e 12h e posteriormente realizada avaliagdo da expressdo génica por
real-time PCR. Os valores de expressdo relativa foram comparados entre os tratamentos e os controles
e entre os tratamentos entre si. (M = melfalano 36,9uM, MT= melfalano + TNF-alpha, Oh = 15°de
exposi¢ao, 3h= 3 horas de exposi¢do, 6h= 6 horas de exposi¢do e 12h= 12 horas de exposi¢io).

Figura 19 - O gréfico representa o perfil de expressao relativa de 02 experimentos de

cinética de expressdo para o gene Pard3. Observa-se inibigdo da expressio do gene no grupo

tratado com melfalano 36,9uM isoladamente e em associacdo com TNF-alpha 100ng/mL apés 3 e 6h

de tratamento que ¢ mantida até 12h.
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Legenda: Células MDMEC foram cultivadas em monocamada num total de 10x10° células por placa
de 60mm, tratadas com as melfalano 36,9uM, TNF-alpha 100ng/mL e melfalano+TNF-alpha durante
os tempos Oh (15 minutos), 3h, 6h e 12h e posteriormente realizada avaliagdo da expressdo génica por
real-time PCR. Os valores de expressdo relativa foram comparados entre os tratamentos e os controles
e entre os tratamentos entre si. (MT= melfalano + TNF-alpha, Oh = 15’de exposi¢do, 3h= 3 horas de
exposi¢do, 6h= 6 horas de exposi¢ao e 12h= 12 horas de exposicdo).

Figura 20 - O gréfico representa o perfil de expressao relativa de 02 experimentos de

cinética de expressdo para o gene /mp3. Observa-se inibigio da expressdo do gene no grupo

tratado com melfalano 36,9uM isoladamente em 3 e 6 horas de tratamento e de melfalano em

associa¢do com TNF-alpha 100ng/mL ap6s 3, 6h e 12h de tratamento.

Nas culturas de macrofagos (IC-21) cultivadas em monocamada os genes
Pard3, Ifi202b ndo apresentaram expressao relevante pelo método de real-time PCR.
Para os genes Fltl, Imp3 e Arhgef6, embora expressos, ndo identificamos
modificacdo da cinética de expressdo com os tratamentos.

Com o gene Fabp4, observamos que os tratamentos com TNF-alpha e a
associacdo Melfalano e TNF-alpha modificaram a cinética de expressao,
apresentando diminui¢do da expressdo apos 3 horas e que se manteve até 12 horas de

tratamento (Figura 21).
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Legenda: Células IC-21 foram cultivadas em monocamada num total de 10x10° células por placa de
60mm, tratadas com as melfalano 36,9uM, TNF-alpha 100ng//mL e melfalano+TNF-alpha durante os
tempos Oh (15 minutos), 3h, 6h e 12h e posteriormente realizada avaliacdo da expressdo génica por
real-time PCR. Os valores de expressdo relativa foram comparados entre os tratamentos e os controles
e entre os tratamentos entre si. (T=TNF-alpha, MT= melfalano + TNF-alpha, Oh = 15’de exposi¢ao,
3h= 3 horas de exposi¢ao, 6h= 6 horas de exposi¢do e 12h= 12 horas de exposi¢ao).

Figura 21 - O gréfico representa o perfil de expressao relativa de 02 experimentos de

cinética de expressdo para o gene Fabp4. Observa-se inibigdo da expressio do gene no grupo

tratado com TNF-alpha 100ng/mL e da associagdo melfalano 36,9uM com TNF-alpha 100ng/mL apos
3, 6h e 12h de tratamento.

Todos os resultados de expressao génica descritos no decorrer dos paragrafos
anteriores foram repetidos em um novo ensaio isolado, para cada uma das linhagens,
com novo cultivo celular, tratamento com drogas e avaliagdo da expressao por RT-
real-time PCR, a fim de validarmos os resultados. Assim sendo, para a linhagem
B16F10 reavaliamos a expressao dos gene Pard3 e Fabp4; para a linhagem MDMEC,
os genes Pard3, Fabp4, Fltl e Imp3; e para IC-21 o gene Fabp4. Os achados de
expressdo génica foram semelhantes aos resultados prévios em todos os genes e

linhagens testados como apresentado a seguir.
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Apoés andlise dos resultados de expressdo com as linhagens BI6F10,
MDMEC e IC-21 cultivadas em monocamada, observamos que apenas 0s genes
Fabp4 e Pard3 apresentaram modificagdo consistente da cinética de expressao em
todas as trés linhagens com os tratamentos testados. Com o resultado obtido dessa
série de experimentos, definimos esses dois genes como alvos principais das analises

de expressao génica nos ensaios subsequentes.

5.6 CINETICA DE EXPRESSAO GENICA EM CELULAS B16F10,
MDMEC E IC-21 CULTIVADAS EM MONOCAMADA,

UTILIZANDO-SE MEIO CONDICIONADO

Realizamos os experimentos de cinética de expressao génica nas linhagens
B16F10, MDMEC e IC-2 cultivadas em monocamada, conforme a metologia
descrita no topico anterior, porém, nesta fase, buscamos avaliar a modificacdo do
perfil de expressao com os tratamentos melfalano 36,9uM, TNF-alpha 100ng/mL e
ambos, utilizando os meios condicionados por cada tipo celular. Nesse cenario,
averiguariamos como fatores de crescimento produzidos exclusivamente por cada
cultura, poderiam modificar a expressdo dos genes avaliados. Assim sendo, as
células B16F10 foram testadas com os meios condicionados por células MDMEC e
IC-21; as células MDMEC, com os meios condicionados por B16F10 e IC-21; e, por
fim, as células IC-21, com os meios condicionados por BI6F10 e MDMEC.

Para a cultura de melanoma B16F10, tinhamos observado no meio padrao
(DMEM+SBF10%) que o gene Pard3 teve expressao diminuida pelo tratamento com

melfalano e com associagdo melfalano e TNF-alpha apds 3 horas de tratamento. Nos
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meios condicionados, o padrio de inibi¢do se manteve; todavia, no meio

condicionado por IC-21, essa inibi¢ao pareceu menor (Figura 23).

0 - B Meio MDMEC

H Meio IC-21

C3H ‘ M3H ‘ T3H ‘MTaH

Gene Pard3

Legenda: Células BI6F10 foram cultivadas em monocamada num total de 10x10° células por placa
de 60mm, tratadas com as melfalano 36,9uM, TNF-alpha 100ng//mL e melfalano+TNF-alpha durante
os tempos Oh (15 minutos), 3h, 6h e 12h e posteriormente realizada avaliagdo da expressdo génica por
real-time PCR. Os valores de expressdo relativa foram comparados entre os tratamentos e os controles
e entre os tratamentos entre si. C= grupo controle, M= melfalano 36,9uM, T= TNF-alpha 100ng/mL;
MT= melfalano + TNF-alpha e 3h= 3 horas de exposic¢do ao tratamento.

Figura 23 - O gréfico representa o perfil de expressdo relativa do gene Pard3 em

células B16F10 cultivadas em monocamada, utilizando-se meios condicionados. Nas

barras vermelhas o resultado da expressdao com meio condicionado por células IC-21; nas barras azuis
o resultado do cultivo com meio condicionado por células MDMEC. Observou-se que com 0s meios

condicionados houve diminui¢do da expressdo com os tratamentos contendo melfalano.

Para o gene Fabp4, no tratamento com meio DMEM-SBF10%, observamos o
aumento progressivo da expressdao génica com os tratamentos com TNF-alpha em 3
horas, 6 horas e 12 horas. Esse padrio se manteve no tratamento com meio
condicionado por células MDMEC, provavelmente, porque nessa linhagem o
tratamento TNF-alpha aumentou a expressdo do referido gene e, dessa forma,
teriamos um efeito sinérgico do meio condicionado.

J4 quando as células B16F10 foram tratadas com meio condicionado por IC-

21, observamos que houve diminuicdo da expressio do gene Fabp4, apos o



84

tratamento com TNF-alpha em 3 horas, apenas retomando os niveis de expressao
apos 12 horas. Interessantemente, esse padrao se assemelha ao obtido no tratamento
com TNF-alpha nas células IC-21 cultivadas em monocamada com meio DMEM-
SBF10%, onde também, observamos diminui¢do da expressdo de Fabp4 apo6s 3 horas
de tratamento com TNF-alpha. Aparentemente, as células B16F10, quando tratadas
com meio condicionado por IC-21, mimetizam o perfil de expressdo dessas células

(Figura 24).
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Legenda: Células B16F10 foram cultivadas em monocamada num total de 10x10° células por placa
de 60mm, tratadas com as melfalano 36,9uM, TNF-alpha 100ng//mL e melfalano+TNF-alpha durante
os tempos Oh (15 minutos), 3h, 6h e 12h e posteriormente realizada avaliagdo da expressdo génica por
real-time PCR. Os valores de expressdo relativa foram comparados entre os tratamentos e os controles
e entre os tratamentos entre si. T= TNF-alpha 100ng/mL, Oh = 15’de exposi¢do, 3h= 3 horas de
exposi¢do, 6h= 6 horas de exposi¢@o e 12h= 12 horas de exposigéo.

Figura 24 - O grafico representa o perfil de expressdo relativa da cinética de

expressao para o gene Fabp4. Nas barras em vermelho o padrio obtido com meio condicionado
por células IC-21 revelando diminui¢do da expressdo do gene. Nas barras azuis, a cinética de
expressdo, utilizando-se meio condicionado por células MDMEC, com aumento da expressdo no

decorrer dos tratamentos de 3h a 12h.
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Na linhagem de células MDMEC cultivadas em monocamada, o gene Pard3
ndo sofreu alteracdo no padrdo de cinética de expressdo obtido com meio DMEM-
SBF10% suplementado com fatores de crescimento de endotélio, quando utilizamos
os meios condicionados por BI6F10 e por IC-21. Manteve-se a inibi¢do da expressao
do gene ap6s 3 horas, sendo esta maior apds 6 horas de tratamento com melfalano.
Todavia a magnitude da inibicao foi menor com o meio condicionado por células IC-
21 (Figura 25).

Para o gene Fabp4, nas células MDMEC tratadas sob meio condicionado
pelas linhagens B16F10 e IC-21, ndo observamos modificagdo no padrdo de
expressdo obtido com meio DMEM+SBF10% suplementado, mantendo-se o
estimulo a expressdo de gene no decorrer do tempo com o tratamento com TNF-

alpha 100ng/mL (Figura 26).
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Legenda: Células MDMEC foram cultivadas em monocamada num total de 10x10° células por placa
de 60mm, tratadas com as melfalano 36,9uM, TNF-alpha 100ng//mL e melfalano+TNF-alpha durante
os tempos Oh (15 minutos), 3h, 6h e 12h e posteriormente realizada avaliacdo da expressao génica por
real-time PCR. Os valores de expressdo relativa foram comparados entre os tratamentos e os controles
e entre os tratamentos entre si. C= grupo controle, M= melfalano 36,9uM. Oh = 15°de exposi¢do, 3h=
3 horas de exposic¢do, 6h= 6 horas de exposi¢do ¢ 12h= 12 horas de exposi¢do ao tratamento.

Figura 25 - O grafico representa o perfil de expressdo relativa do gene Pard3 em

cé¢lulas MDMEC cultivadas em monocamada, utilizando-se os meios condicionados.
Nas barras vermelhas, o resultado da expressdo com meio condicionado por células IC-21; nas barras
azuis, o resultado da expressdo com meio condicionado por células B16F10. Observou-se que o
padrio de expressdo do gene ndo foi modificado pelos meios condicionados, com inibigdo do gene a
partir de 3 horas de tratamento. Todavia, com meio condicionado por IC-21, a magnitude da inibigdo

foi menor.
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Legenda: Células MDMEC foram cultivadas em monocamada num total de 10x10° células por placa
de 60mm, tratadas com as melfalano 36,9uM, TNF-alpha 100ng//mL e melfalano+TNF-alpha durante
os tempos Oh (15 minutos), 3h, 6h e 12h e posteriormente realizada avaliagdo da expressdo génica por
real-time PCR. Os valores de expressdo relativa foram comparados entre os tratamentos e os controles
e entre os tratamentos entre si. T= TNF-alpha 100ng/mL; Oh = 15’de exposi¢do, 3h= 3 horas de
exposi¢ao, 6h= 6 horas de exposi¢ao e 12h= 12 horas de exposi¢do ao tratamento.

Figura 26 - O grafico representa o perfil de expressdo relativa do gene Fabp4 em

células MDMEC cultivadas em monocamada, utilizando-se os meios condicionados.

Nas barras vermelhas o resultado da expressdo com meio condicionado por células IC-21; nas barras
azuis o resultado do cultivo com meio condicionado por células BI6F10. Observou-se que o padrao de
expressdo do gene ndo foi modificado pelos meios condicionados, com estimulo a expressdo a partir

de 3 horas de tratamento com TNF-alpha.

Concluindo a avaliagdo de expressdo génica em monocamada, a cinética de
expressdo do gene Fabp4 foi avaliada em macréfagos IC-21 com os meios
condicionados e apds tratamento com TNF-alpha. Nao houve modificacdo do padrdo
de expressdo do gene, utilizando-se meio condicionado por células MDMEC,
mantendo-se a inibi¢do da expressdo a partir de 3 horas de tratamento. Por outro
lado, quando utilizamos o meio condicionado por células B16F10, houve redugao do
efeito inibitdrio do tratamento com TNF-alpha, principalmente apds 6 horas de

tratamento (Figura 27).
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Legenda: Células IC-21 foram cultivadas em monocamada num total de 10x10° células por placa de
60mm, tratadas com as melfalano 36,9uM, TNF-alpha 100ng//mL e melfalano+TNF-alpha durante os
tempos Oh (15 minutos), 3h, 6h ¢ 12h e posteriormente realizada avaliagdo da expressdo génica por
real-time PCR. Os valores de expressdo relativa foram comparados entre os tratamentos e os controles
e entre os tratamentos entre si. T= TNF-alpha 100ng/mL. Oh = 15’de exposi¢do, 3h= 3 horas de
exposi¢ao, 6h= 6 horas de exposi¢do e 12h= 12 horas de exposi¢do ao tratamento.

Figura 27 - O grafico representa o perfil de expressao relativa do gene Fabp4 em

células IC-21 cultivadas em monocamada, utilizando-se os meios condicionados. Nas
barras vermelhas o resultado da expressdo com meio condicionado por células MDMEC e nas barras
azuis o resultado do cultivo com meio condicionado por células B16F10. Observou-se modificagdo da
cinética de expressdo com o meio condicionado por células B16F10, havendo diminuig¢do do efeito

inibitorio do TNF-alpha, principalmente ap6s 6 horas de tratamento.
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5.7 CINETICA DE EXPRESSAO GENICA EM CULTURAS

TRIDIMENSIONAIS (ESFEROIDES)

Ap6s os resultados de expressao de culturas em monocamada com os meios
suplementados com SBF10% e os meios condicionados, buscamos avaliar se a
cultivo tridimensional (esferdides) modificaria a cinética de expressdo dos genes
selecionados (Arhgef6, Fabp4, Igf2bp3, Fltl, Pard3 e Ifi202b) com a linhagem de
melanoma B16F10 e testamos, também, se as coculturas tridimensionais compostas
das células B16F10 e MDMEC e as compostas pelas trés linhagens (B16F10-
MDMEC-IC-21) modificariam o perfil de expressao observado nos cultivos em
monocamada.

De maneira geral, observamos que, nos cultivos tridimensionais, houve maior
variabilidade dos padrdes de cinética de expressdo entre os ensaios, necessitando
assim de 03 experimentos para analisarmos os resultados. Os genes Ifi202b, Arhgef6,
Fltl e Igf2bp3 ndo apresentaram expressdo ou tiveram expressdo muito baixa nos
cultivos tridimensionais. Os genes Pard3 e Fabp4 apresentaram expressao relevante e
foram analisados.

Para o gene Pard3, evidenciamos um padrdo de expressdo génica com os
esferoides BI6F10 semelhante ao obtido com as células BI6F10 cultivadas em
monocamada, havendo inibicdo da expressdo com melfalano 36,9uM e com a
associagdo melfalano e TNF-alpha 100ng/mL. Todavia, esse padrao sé foi observado
nos esferdides mais tardiamente, apds 6 horas de tratamento (nas culturas em
monocamada ocorreu apos 3 horas), sugerindo um aparente retardo da inibi¢ao do

referido gene no cultivo tridimensional (Figura 28). Observamos também, em dois
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dos ensaios, que o efeito inibitdrio do tratamento com melfalano 36,9uM foi maior
apenas apos 6 horas de tratamento, sendo menor ou perdendo-se ap6s 12 horas. Em
um dos experimentos ndo observamos o padrao referido (Figura 29).

Ainda utilizando-se os esferdides de B16F10, analisamos o perfil de
expressao do gene Fabp4. Evidenciamos, inicialmente, que a expressao basal (tempo
15 minutos) do gene foi maior no cultivo tridimensional com ER variando
aproximadamente entre -70 e -20; ao passo que, nas culturas em monocamada variou
aproximadamente entre -350 e -120. Na avaliagdo da cinética, em dois dos ensaios,
houve aumento da expressao do gene Fabp4 no decorrer do tempo com o tratamento
TNF-alpha 100ng/mL, semelhantemente aos cultivos em monocamada (Figura 30).

Em um dos ensaios houve diminui¢do da expressao.
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Legenda: Células de melanoma B16F10 foram cultivadas em placa 96 pogos fundo chato, preparada
com gel de agarose LMP 1% 100uL/well, na concentragdo 3,0x10°células/pogo. Apds 07 dias, os
esferoides formados foram transferidos para os pog¢os de uma placa de 04 pogos de 20mm/pogo,
contendo os tratamentos, tendo-se cerca de 08 esferdides por pogo. O grafico representa o resultado de
03 ensaios isolados. C = grupo controle; M = melfalano 36,9uM; T = TNF-alpha 100ng/mL, MT =
melfalano e TNF-alpha; 6H = 6 horas de exposi¢do ao tratamento.

Figura 28 - Observa-se que os tratamentos contendo melfalano 36,9uM inibiram a

expressao do gene Pard3 apds 6 horas de tratamento. Houve modificagdo do padrdo de

expressdo, comparativamente as culturas de B16F10 em monocamada, onde a inibi¢do pelo melfalano

foi mais precoce, ocorrendo com 03 horas de tratamento.
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Legenda: Células de melanoma B16F10 foram cultivadas em placa 96 pogos de fundo chato,
preparada com gel de agarose LMP 1% 100uL/po, na concentragio 3,0x10°células/pogo. Apés 07
dias, os esferdides formados foram transferidos para os pogos de uma placa de 04 pogos de
20mm/poco, contendo os tratamentos, tendo-se cerca de 08 esferdides por pogo. O grafico representa
o resultado de 03 ensaios isolados. M = melfalano 36,9uM; Oh = 15°de exposicdo, 3h= 3 horas de

exposi¢ao, 6h= 6 horas de exposi¢do e 12h= 12 horas de exposi¢do ao tratamento.

Figura 29 - Observa-se inibigdo da expressao do gene Pard3 com o melfalano apods 6

horas de tratamento nos ensaios de cinética de expressao. Tal efeito inibitério se perde ou
¢ diminuido apods 12 horas de tratamento. Em um dos ensaios houve variagdo da expressdo inicial

observada em Oh de exposi¢do com melfalano que se apresentou negativa.
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Legenda. Células de melanoma B16F10 foram cultivadas em placa 96 pogos de fundo chato,
preparada com gel de agarose LMP 1% 100uL/well, na concentragdo 3,0x10°células/pogo. Apos 07
dias, os esferdides formados foram transferidos para os pogos de uma placa de 04 pogos de
20mm/pogo, contendo os tratamentos, tendo-se cerca de 08 esferdides por pogo. O grafico representa
o resultado de 03 ensaios isolados. T = TNF-alpha 100ng/mL; Oh = 15’de exposi¢do, 3h= 3 horas de

exposi¢ao, 6h= 6 horas de exposi¢ao e 12h= 12 horas de exposi¢do ao tratamento.

Figura 30 - Observa-se que o tratamento com TNF-alpha promoveu aumento da

expressdo do gene Fabp4 no decorrer do tempo nos ensaios com esferdides B16F10.

Seguimos para os experimentos de expressdo génica utilizando as coculturas
tridimensionais com as linhagens de melanoma BI16F10 e de células endoteliais
MDMEC. Executamos os protocolos nos moldes do que foi descrito para os
esferoides de células B16F10. Foram realizados 04 experimentos de cinética de
expressdao no total. Assim como o que foi descrito para os esferdides contendo 01
linhagem, evidenciamos maior variabilidade dos resultados de expressdo também
com as coculturas tridimensionais, justificando assim a necessidade de um maior
nimero de ensaios para avaliagdo mais acurada dos resultados. Apresentamos os

resultados de 03 desses ensaios, pois, em um deles (o terceiro realizado), houve
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perda de amostras por aspiracdo acidental dos esferdides na retirada dos meios de
cultura para extragdo do RNA total.

Analisando a expressdo do gene Pard3 nos esferdides B16F10-MDMEC,
obtivemos um perfil de expressdo semelhante ao que foi visto com os esferdides
B16F10. Os tratamentos contendo melfanano 36,9uM e melfalano com TNF-alpha
100ng/mL inibiram a expressdo do gene, porém mais tardiamente, em 6 horas de
tratamento, quando comparados com os experimentos dos cultivos em monocamada
cuja inibi¢do ja ocorre apos 3 horas de tratamento (Figura 31). Avaliamos também a
cinética de expressdo no decorrer dos tempos de tratamento com melfalano e
verificamos que o efeito inibitorio foi maior decorridas 6 horas de tratamento. Apds
12 horas, houve menor inibicdo da expressdo gé€nica, retornando aos niveis iniciais

de expressao (Figura 32).
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Legenda: Células de melanoma B16F10 e células endoteliais (MDMEC) foram cocultivadas em placa
96 pogos de fundo chato, preparada com gel de agarose LMP 1% 100pL/well, na concentragéo
3,0x10’células/pogo utilizando-se o protocolo da gota invertida. Apos 07 dias, os esferoides formados
foram transferidos para os pocos de uma placa de 04 pogos de 20mm/pogo, contendo os tratamentos,
tendo-se cerca de 08 esferdides por poco. O grafico representa o resultado de 03 ensaios isolados. M =
melfalano 36,9uM; Oh = 15°de exposi¢do, 3h= 3 horas de exposi¢ao, 6h= 6 horas de exposi¢do e 12h=
12 horas de exposi¢ao ao tratamento.

Figura 31 - Expressdo do gene Pard3 em esferdides de celulas B16F10 e MDMEC.

Observa-se que os tratamentos com melfalano isolado ¢ em associagdo com TNF-alpha inibiram a

expressdo do gene Pard3 de forma consistente entre os 03 ensaios realizados.
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Legenda: Células de melanoma B16F10 e células endoteliais (MDMEC) foram cocultivadas em placa
96 pocos de fundo chato, preparada com gel de agarose LMP 1% 100uL/well, na concentragdo
3,0x10°células/pogo utilizando-se o protocolo da gota invertida. Apés 07 dias, os esferdides formados
foram transferidos para os pocos de uma placa de 04 pogos de 20mm/pogo, contendo os tratamentos,
tendo-se cerca de 08 esferoides por pogo. O grafico representa o resultado de 03 ensaios isolados. C =
grupo controle; M = melfalano 36,9uM; T = TNF-alpha 100ng/mL, MT = melfalano e TNF-alpha; Oh
= 15’de exposigdo, 3h= 3 horas de exposi¢do, 6h= 6 horas de exposi¢do e 12h= 12 horas de exposigdo
ao tratamento.

Figura 32 - Cinética de expressdo do gene Pard3 em esferdides de células BI6F10 e

MDMEC. Observa-se que os tratamentos com melfalano 36,9uM inibiram a expressio do gene
Pard3 progressivamente no decorrer do tempo, com o maximo de inibi¢ao ocorrendo apds 6 horas de

tratamento.

Para o gene Fabp4 observamos aumento progressivo da expressdao do gene no
decorrer do tempo nos controles tratados com meio DMEM+SBF10% sem drogas e
esse padrdao ndo foi modificado pelos tratamentos, seja com melfalano ou com TNF-
alpha. Nos cultivos em monocamada das células BI6F10, apenas o tratamento com
TNF-alpha proporcionou aumento consistente da expressao de Fabp4. Ja nos cultivos
de MDMEC em monocamada tantos os controles, quanto os grupos contendo TNF-
alpha apresentaram aumento da expressdo. Acreditamos que as coculturas

tridimensionais de BI6F10-MDMEC preservam o padrdo observado tanto para as
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células B16F10, quanto para as MDMEC, mantendo assim o perfil de aumento de

expressao nos controles e nos tratamentos mutuamente (Figura 33).
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Legenda: Células de melanoma B16F10 e células endoteliais (MDMEC) foram cocultivadas em placa
96 pocos de fundo chato, preparada com gel de agarose LMP 1% 100pL/poco, na concentragdo
3,0x10°células/pogo utilizando-se o protocolo da gota invertida. Apos 07 dias, os esferdides formados
foram transferidos para os pocos de uma placa de 04 pogos de 20mm/pogo, contendo os tratamentos,
tendo-se cerca de 08 esferdides por pogo. O grafico representa o resultado de 03 ensaios isolados. C =
grupo controle; M = melfalano 36,9uM; T = TNF-alpha 100ng/mL, MT = melfalano e TNF-alpha; Oh
= 15’de exposigdo, 3h= 3 horas de exposi¢do, 6h= 6 horas de exposi¢do e 12h= 12 horas de exposi¢do
ao tratamento.

Figura 33 - Cinética de expressao do gene Fabp4 em esferoides de células BI6F10 e
MDMEC. Observa-se que o gene Fabp4 teve expressdo aumentada nos esferdides B16F10-
MDMEC no decorrer do tempo tanto nos controles contendo meio DMEM+SBF10%, quanto nos

meios contendo as drogas melfalano e TNF-alpha.
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Para concluir os experimentos de cinética de expressdo, avaliamos o efeito
das drogas nos esferoides compostos pelos 03 tipos celulares (B16F10, MDMEC e
IC-21). Nao observamos expressao dos genes Arhget6, Fltl e I1fi202b nesses cultivos
celulares. O gene Igf2bp3 apresentou expressdo estavel, em detrimento dos
tratamentos testados, ndo se observando modificacdo consistente do padrio de
expressdo. Apenas os genes Pard3 e Fabp4 apresentaram modificacdo da expressao, a
ser relata a seguir. Para essa etapa, foram realizados 04 ensaios isolados com
esferdides B16F10-MDMEC-IC-21, visto que observamos variagdo dos padrdes de
expressdo entre os ensaios, necessitando de um maior niimero de ensaios para
avaliagdo consistentes dos resultados. Para o gene Pard3, manteve-se o perfil de
expressdo registrado para os esferdides B16F10 e para os esferoides B16F10-
MDMEC, com inibi¢do da expressao pelos tratamentos contendo melfalano 36,9uM
apos 6 horas de exposicdo a droga (Figura 34). Foi mantida também a cinética de
expressdo génica com inibicdo maxima pelo melfalano apds 6 horas de tratamento

(Figura 35).
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Legenda: C¢lulas de melanoma B16F10, células endoteliais (MDMEC) e macréfagos (IC-21) foram
cocultivadas em placa 96 pogos de fundo chato, preparada com gel de agarose LMP 1% 100uL/poco,
na concentracio 3,0x10’°células/poco utilizando-se o protocolo da gota invertida. Apos 07 dias, os
esferoides formados foram transferidos para os pogos de uma placa de 04 pogos de 20mm/pogo,
contendo os tratamentos, tendo-se cerca de 08 esferdides por pogo. O grafico representa o resultado de
04 ensaios isolados. C = grupo controle; M = melfalano 36,9uM; T = TNF-alpha 100ng/mL, MT =
melfalano e TNF-alpha; 6h= 6 horas de exposic¢do ao tratamento.

Figura 34 - Expressdo do gene Pard3 em esferdides de células B16F10, MDMEC e

IC-21. Observa-se que os tratamentos contendo melfalano 36,9uM inibiram, de forma consistente, a

expressdo do gene Pard3 apos 6 horas de tratamento.
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Legenda: C¢lulas de melanoma B16F10, células endoteliais (MDMEC) e macréfagos (IC-21) foram
cocultivadas em placa 96 pogos de fundo chato, preparada com gel de agarose LMP 1% 100uL/pogo,
na concentragio 3,0x10’°células/pogo utilizando-se o protocolo da gota invertida. Apds 07 dias, os
esferdides formados foram transferidos para os pocos de uma placa de 04 pogos de 20mm/pogo,
contendo os tratamentos, tendo-se cerca de 08 esferdides por pogo. O grafico representa o resultado de
04 ensaios isolados. M = melfalano 36,9uM; Oh = 15°de exposi¢ao, 3h= 3 horas de exposi¢do, 6h= 6
horas de exposic¢do ¢ 12h= 12 horas de exposi¢do ao tratamento.

Figura 35 - Cinética de expressao do gene Pard3 em esferdides de células B16F10,

MDMEC e IC-21. Observa-se que os tratamentos contendo melfalano 36,9uM inibiram a
expressdo do gene Pard3 progressivamente no decorrer do tempo, com o maximo de inibigdo

ocorrendo apos 6 horas de tratamento.

Utilizando esferdides de B16F10-MDMEC-IC-21, observamos que o
gene Fabp4 sofreu diminuicdo da expressdao apds 3 horas de tratamento com TNF-
alpha 100ng/mL. Esse resultado difere dos registrados com os esferdides de B16F10
e os esferdides B16F10-MDMEC, onde evidenciamos aumento progressivo da
expressao do gene durante o tratamento com TNF-alpha. Dentre as linhagens
celulares estudadas, apenas os macrofagos (IC-21) cultivados em monocamada

apresentaram esse comportamento de diminui¢do da expressdo de Fabp4 apds 3
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horas de exposicdo ao TNF-alpha. Esse achado sugere que as células 1C-21
influenciam diretamente no perfil de expressdo génica das coculturas tridimensionais

contendo as trés linhagens (Figura 36).
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Legenda: Células de melanoma B16F10, células endoteliais (MDMEC) e macréfagos (IC-21) foram
cocultivadas em placa 96 pogos de fundo chato, preparada com gel de agarose LMP 1% 100uL/pogo,
na concentragio 3,0x10’°células/pogo utilizando-se o protocolo da gota invertida. Apds 07 dias, os
esferdides formados foram transferidos para os pocos de uma placa de 04 pogos de 20mm/pogo,
contendo os tratamentos, tendo-se cerca de 08 esferdides por pogo. O grafico representa o resultado de
04 ensaios isolados. T = TNF-alpha 100ng/mL; Oh = 15°de exposi¢do, 3h= 3 horas de exposi¢do, 6h=
6 horas de exposicao e 12h= 12 horas de exposi¢ao ao tratamento.

Figura 36 - Cinética de expressdo do gene Fabp4 em esferoides de células B16F10,

MDMEC e IC-21. Observa-se que o tratamento com TNF-alpha inibiu a expressio do gene Fabp4

no decorrer do tempo, apresentando um perfil diferente do observado nas culturas tridimensionais de

B16F10 e BI6F10-MDMEC, onde se via estimulo a expressao.

Com a conclusao dos experimentos de expressao génica em culturas
tridimensionais € em monocamada, evidenciamos que apenas os genes Pard3 e
Fabp4 tiveram sua expressao modificada de forma consistente entre cultivos

celulares testados. O melfalano exerceu atividade inibitoria do gene Pard3 nas



102

culturas em monocamada de B16F10 e de MDMEC e o TNF-alpha aumentou a
expressdo de Fabp4 nas culturas em monocamada de células B16F10 e MDMEC e
diminuiu a expressao deste gene na cultura de macréfagos (IC-21).

O meio condicionado por macrofago (IC-21) pareceu modificar a expressao
do gene Fabp4 nas células de melanoma B16F10, em relacdo aos experimentos
utilizando meio DMEM+SBF10%, diminuindo a expressdo deste gene sob o
tratamento com TNF-alpha. Por outro lado, o meio condicionado por BI16F10
modificou a expressao do mesmo gene nas culturas de macrdfagos, em relagdo ao
cultivo com meio DMEM+SBF10%, havendo um menor efeito inibitorio com o
tratamento com TNF-alpha.

Nas culturas tridimensionais, o padrdo de expressdo génica com inibi¢do de
Pard3 pelo melfalano foi mantido, embora evidenciado apds maiores tempos de
exposi¢do a droga (6 horas de exposi¢do versus 3 horas). O gene Fabp4 teve a
expressdo aumentada pelo tratamento com TNF-alpha nos esferdides de células
B16F10 ¢ nos esferdides de BI6F10-MDMEC, mas, nos esferdides contendo os trés
tipos celulares, a expressdo do referido gene foi diminuida pelo tratamento com
TNF-alpha, sugerindo que a presenga de macrofagos na cocultura, modificou o
padrdo de expressdo observado nas culturas tridimensionais das demais linhagens
celulares, assemelhando-se ao obtido com o cultivo dos macréfagos em

monocamada.
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5.8 EXPRESSAO POR IMUNOFLUORESCENCIA DAS

PROTEINAS PARD3 E FABP4

Com os resultados de expressdo dos genes Pard3 e Fabp4 finalizados nas
culturas em monocamada e tridimensionais, avaliamos se a modifica¢do da expressao
génica se refletiu na expressao proteica, utilizando a técnica de imunofluorescéncia.

De maneira geral seguimos o protocolo de imunofluorescéncia como o
descrito na etapa de caracterizagdo das células endoteliais com o anticorpo anti-
CD31. Para leitura da fluorescéncia utilizamos um microscopio confocal Leica®. O
controle da fluorescéncia foi realizado com amostras de células contendo apenas os
anticorpos fluorescentes secundarios. Todos os registros foram realizadas
descontando a fluorescéncia basal dos anticorpos secundarios.

Tinhamos como resultado prévio que o tratamento com melfalano 36,9uM
inibiu a expressdo do gene Pard3 nas culturas citadas a partir de 3 horas de
tratamento. Realizamos o preparo das laminas de imunofluorescéncia com 6 horas de
tratamento, propondo garantir um tempo de inibigdo adequado a suprimir a expressao
protéica. De maneira geral, nas culturas testadas, observamos que houve diminui¢ao
da expressdo da proteina PARD3 ap6s o tratamento com melfalano, em relacdo ao
controle sem tratamento. Nas células de melanoma B16F10, essa diminui¢do foi

absoluta, ndo apresentando fluorescéncia apds 6 horas de tratamento (Figura 37).
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Células B16F10 — anticorpo anti-PARD3 dilui¢ao 1:500 (Abcam ab64840)

a) Controle 6h b) Melfalano 6h (anti-PARD3)

c) Melfalano 6h (TO-PRO-3)

Legenda: Células de melanoma BI16F10 foram plaqueadas num total de 1,0x10°células
ressuspendidas em 500pL de meio DMEM+SBF10% sobre laminulas depositadas nos fundos dos
pogos de uma placa de 04 pogos de 20mm/poco e submetidas ao tratamento com melfalano 36,9uM
durante 6 horas. Realizou-se imunofluorescéncia com o anticorpo primario rabbit policlonal anti-
PARD3 e secundario fluorescente goat anti-rabbit (488) ¢ marcagdo nuclear com TO-PRO-3. Leitura
das laminas em microscopio confocal Leica no comprimento de emissdo de onda 488nm.

Figura 37 - Imunofluorescéncia com anticorpo anti-PARD3 em células B16F10. Em
a) evidencia-se fluorescéncia na cor verde representativa da proteina PARD3 nas células BI6F10 nos
controles sem tratamento; em b) diminui¢do absoluta da fluorescéncia equivalente a diminui¢ao da
expressdo proteica nas células tratadas com melfalano 36,9uM; e em ¢) a captura da fluorescéncia
representativa a marca¢do nuclear de TO-PRO-3, confirmando a presenca de células no cultivo

submetido ao tratamento com melfalano em 6 horas.
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Nas culturas de células endoteliais, houve diminui¢do da expressdo proteica
de PARD3 apdés 6 horas de exposi¢do, mas em menor intensidade, quando

comparadas as células B16F10 (Figura 38).

Células endoteliais (MDMEC) — anticorpo Anti-PARD3 dilui¢ao 1:500 (Abcam
ab64840)

a) Controle 6h b) Melfalano 6h

Legenda: Células endoteliais (MDMEC) foram plaqueadas num total de 1,0x10°células
ressuspendidas em 500uL de meio DMEM+SBF10% sobre laminulas depositadas nos fundos dos
pogos de uma placa de 04 pogos de 20mm/poco e submetidas ao tratamento com melfalano 36,9uM
durante 6 horas. Realizou-se imunofluorescéncia com o anticorpo primario rabbit policlonal anti-
PARD3 e secundario fluorescente goat anti-rabbit (488). Leitura das laminas em microscopio
confocal Leica no comprimento de emissao de onda 488nm

Figura 38 - Imunofluorescéncia com anticorpo anti-PARD3 em células endoteliais.

Em a) evidencia-se fluorescéncia na cor verde representativa da proteina PARD3 nas células

endoteliais nos controles sem tratamento; ¢ em b) diminui¢do da fluorescéncia correspondente a

diminuigdo da expressao proteica nas células tratadas com melfalano 36,9uM.

Os resultados de expressdo do gene Fabp4 demonstraram que para as culturas
de células BI6F10 e MDMEC, houve aumento da expressao no decorrer dos tempos

de 3 a 12 horas com o TNF-alpha 100ng/mL. Para os macréfagos (IC-21), o efeito
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observado foi de diminuicdo da expressdo a partir de 03 horas de tratamento com
TNF-alpha 100ng/mL.

Nas culturas em monocamada das células de melanoma B16F10, observamos
que houve expressdo basal da proteina FABP4 em 15 minutos de exposi¢do (0 hora)
e houve um aparente aumento da expressdo proteica em 6 horas de tratamento,
evidenciada pela maior concentracdo de fluorescéncia intracitoplasmatica (Figura

39).

Células B16F10 — anticorpo anti-FABP4 dilui¢ao 1:100 (R&D AF1443)

TNF-alpha Oh TNF-alpha 6h

Legenda: Células de melanoma BI16F10 foram plaqueadas num total de 1,0x10°células
ressuspendidas em 500uL de meio DMEM-SBF10% sobre laminulas depositadas nos fundos dos
pocos de uma placa de 04 pocos de 20mm/pogo e submetidas ao tratamento com TNF-alpha
100ng/mL durante 15 minutos (0 hora) e 6 horas. Realizou-se imunofluorescéncia com o anticorpo
primario goat anti-mouse anti-FABP4 ¢ secundario fluorescente rabbit anti-goat (488). Leitura das
laminas em microscopio confocal Leica no comprimento de emissdo de onda 488nm.

Figura 39 - Imunofluorescéncia com anticorpo anti-FABP4 em células B16F10. Em

a) evidencia-se fluorescéncia na cor verde representativa da proteina FABP4 nas células B16F10 nos

controles sem tratamento; e em b) aumento da fluorescéncia em membrana equivalente a0 aumento da

expressdo proteica nas células tratadas com TNF-alpha 100ng/mL.
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Nas células endoteliais, a marcagdo da proteina FABP4 pela
imunofluorescéncia com os anticorpos utilizandos foi muito baixa, tanto com 15
minutos de tratamento (0 hora) com TNF-alpha 100ng/mL, quanto apo6s 12 horas de
exposi¢do, ndo sendo possivel avaliar varia¢cdes na expressdo dessa proteina (Figura

40).

Células endoteliais (MDMEC) — anticorpo anti-FABP4 dilui¢ao 1:100 (R&D
AF1443)

a) MDMEC Fabp4 — TNF-alpha Oh b) TNF-alpha 12h

Legenda: Células endoteliais (MDMEC) foram plaqueadas num total de 1,0x10°células
ressuspendidas em 500uL de meio DMEM-SBF10% sobre laminulas depositadas nos fundos dos
pogos de uma placa de 04 pogos de 20mm/pogo e submetidas ao tratamento com TNF-alpha
100ng/mL durante 15 minutos (0 hora) e 12 horas. Realizou-se imunofluorescéncia com o anticorpo
primario goat anti-mouse anti-FABP4 e secundario rabbit anti-goat (488). Leitura das laminas em
microscopio confocal Leica no comprimento de emissdo de onda 488nm.

Figura 40 - Imunofluorescéncia com anticorpo anti-FABP4 em cé¢lulas endoteliais.

Em a) e b) evidencia-se discreta fluorescéncia na cor verde representativa da proteina FABP4 nas

células endoteliais com 15 minutos de exposi¢do ao TNF-alpha 100ng/mL e naquelas submetidas a

12horas de exposi¢ao, ndo sendo possivel avaliar variagcdes na expressao de FABP4.
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Para as culturas de macrofagos murinos (IC-21), evidenciamos fluorescéncia
referente a expressdo da proteina FABP4 em 15 minutos de exposi¢cdo ao TNF-alpha
100ng/mL e a intensidade da fluorescéncia foi discretamente menor apds 6 horas de

tratamento com TNF-alpha (Figura 41).

Macrofagos (IC-21) - anticorpo anti-FABP4 diluigao 1:100 (R&D AF1443)

TNF-alpha Oh TNF-alpha 6h

Legenda: Células de macrofago murino (IC-21) foram plaqueadas num total de 1,0x10°células
ressuspendidas em 500uL de meio DMEM+SBF10% sobre laminulas depositadas nos fundos dos
pogos de uma placa de 04 pogcos de 20mm/pogo e submetidas ao tratamento com TNF-alpha
100ng/mL durante 15 minutos (0 hora) e 6 horas. Realizou-se imunofluorescéncia com o anticorpo
primario goat anti-mouse anti-FABP4 ¢ secundario fluorescente rabbit anti-goat (488). Leitura das
laminas em microscopio confocal Leica no comprimento de emissdo de onda 488nm.

Figura 41 - Imunofluorescéncia com anticorpo anti-FABP4 em células IC-21. Em a)

evidencia-se fluorescéncia na cor verde representativa da proteina FABP4 nas células B16F10 nos

controles sem tratamento; e em b) diminuigdo da fluorescéncia equivalente equivalente a diminuigao

da expressao proteica de FABP4 nas células tratadas com TNF-alpha 100ng/mL.
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Apos a realizagdo dos experimentos de andlise da expressdo proteica por
imunofluorescéncia, evidenciamos que as modificacdes da expressdo génica de
Pard3 se traduziram também na expressdo da proteina PAR3. Tanto nas células de
melanoma B16F10, quanto nas células endoteliais houve diminui¢do intensidade da
fluorescéncia, correspondendo a diminuicdo da expressdo protéica. Para o gene
Fabp4, os ensaios de imunofluorescéncia demonstraram que houve expressdo da
proteina nas células de melanoma B16F10 e nos macréfagos (IC-21). Nas primeiras
houve aumento da intensidade da fluorescéncia, correspondendo ao aumento da
expressdo intracitoplasmatica da proteina FABP4; nos macrofagos, observamos uma
discreta diminui¢do da intensidade da fluorescéncia intracitoplasmatica, mas que
seria compativel com diminuicdo da expressdo da proteina. Para as células
endoteliais, ndo foi observada expressdo da proteina FABP4 com os anticorpos

utilizados, ndo sendo possivel avaliar modificagdes nessa linhagem.

59 EXPRESSAO PROTEICA POR IMUNOFLUORESCENCIA DOS
GENES PARD3 E FABP4 EM ESFEROIDES DE CELULAS B16F10 E

ESFEROIDES MISTOS

Buscamos avaliar se o perfil de expressao dos genes Pard3 e Fabp4
observado nas culturas tridimensionais também se correlacionou com a expressao
das respectivas proteinas apos os tratamentos com TNF-alpha e melfalano.

Executamos os protocolos de estabelecimento dos esferdides da linhagem
B16F10 e dos esferdides contendo dois (B16F10-MDMEC) e trés tipos celulares

(B16F10-MDMEC-IC-21). Apds os tratamentos, aspiramos o meio, lavamos com
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PBS 1x por 02 vezes e fixamos com PFA 4% por 20 minutos. Observamos que
durante os tratamentos os esferoides se fragmentavam, com fragmentagdo ainda
maior durante a etapa de fixac¢do, sendo desfeita a estrutura tridimensional dos
mesmos. Apesar disso, preparamos laminas de HE para avaliar a morfologia das
culturas apds os tratamentos avaliados. Apos visualizacdo das laminas HE das
culturas tridimensionais tratadas, constatamos fragmentagdo completa dos esferdides.
Registramos imagens das ladminas com microscopio adaptado para captura
fotografica. A seguir a imagem de esferdides B16F10-MDMEC com 6 horas de
exposicdo ao tratamento com melfalano 36,9uM, exemplificando o padrio de

fragmentacdo das estruturas esferoidais (Figura 42).

placas 96 pogos de fundo chato, preparadas com gel de agarose LMP 1% 100uL/pogo, na
concentragio 3,0x10°células/pogo utilizando-se o protocolo da gota invertida. Apos 07 dias, os
esferdides formados de cada placa foram transferidos para um tubo eppendorf de 1,7mL contendo
meio DMEM+SBF10%, que representou o grupo controle e outro tubo contendo o melfalano 36,9uM
durante 6 horas. Apos o periodo de tratamento, foi realizada fixagdo das culturas com PFA 4% e
posteriormente preparadas laminas HE, registrando-se as imagens em microscopio adaptado para
captura fotografica.

Figura 42 - Histoquimica (HE) de esferdides de células B16F10 e MDMEC. Em a)
observa-se fragmentos de esferdides B16F10-MDMEC submetidos ao tratamento com melfalano

36,9uM por 6 horas (objetiva de 4x) e em b) detalhe da extensa fragmentagdo dos esferoides B16F10-
MDMEUC. (objetiva 10x).
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Perante tal achado, decidimos ndo proceder com os experimentos de
imunofluorescéncia nos cultivos tridimensionais, pois ndo poderiamos garantir que o
padrdo de expressdo observado seria o mesmo do obtido com os esferdides intactos,

ndo sendo um modelo confidvel de avaliacdo da expressao proteica.

510 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS BI16F10,

UTILIZANDO-SE UM INIBIDOR DE FABP4

Tomando novamente como base, os resultados de expressao dos gene Pard3 e
Fabp4 e correspondente expressdo proteica dos mesmos, definimos esses genes como
potenciais alvos terapéuticos para tratamento do melanoma. Buscamos a
disponibilidade comercial de drogas que tivessem esses genes e proteinas como
alvos.

Encontramos apenas uma droga inibidora da proteina FABP4, o bifenilazol-
oxiacetado (#sc-202606® (Santa Cruz Biotechnology) que atua como inibidor
potente e seletivo de FABP, por bloquear o sitio de ligacdo desta proteina. Para
PARD?3 nio identificamos nenhuma droga especifica.

Realizamos o ensaio de citotoxicidade conforme o descrito para as drogas
melfalano e TNF-alpha, testando-se as doses de 2nM a 2000nM, conforme sugestio
do fabricante.

Observamos apos 24 horas de tratamento com inibidor de FABP4 que o
houve menor propor¢do de células vidveis na dose de 2000uM, embora sem
atividade citotoxica significativa. As doses inferiores (200nM e 20nM) pareceram

estimular a proliferacdo, mas ndo resultando em significancia estatistica. A dose de
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2nM apresentou efeito proliferativo significativo (p<0.05), como representado na

Figura 43.

Citotoxicidade em 24 horas
B16F10 - inibidor de FABP4
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Legenda: Células B16F10 foram cultivadas numa placa 96 pogos fundo chato na concentragdo
3,0x10° células/pogo e em sextuplicata para cada grupo de tratamento. O grafico representa o
resultado de 02 ensaios de citotoxicidade com inibidor de FABP4. C = grupo controle; doses de
inibidor de FABP 2000nM, 200nM, 20nM e 2nM; *=p<0,05.

Figura 43 - Ensaio de citotoxicidade em células B16F10 com doses escalonadas de
inibidor de FABP4, evidenciando-se efeito citotoxico ndo significativo na dose

2000nM e efeito proliferativo na dose 2nM significativo.

No ensaio de citotoxicidade com inibidor de FABP4 apd6s 48 horas de
tratamento, ndo observamos efeito citotoxico significativo em nenhuma das
concentragdes testadas, embora com menor quantidade de células vidveis nos grupos
tratados com inibidor. Interessantemente o efeito de estimulo a proliferagdo do
inibidor de FABP4 verificado em 24 horas com a dose de 2nM foi perdido apos as 48

horas do tratamento (Figura 61).
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Citotoxicidade em 48 horas
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Legenda: Células B16F10 foram cultivadas numa placa 96 pogos fundo chato na concentracio 3x10°
células/pogo e em sextuplicata para cada grupo de tratamento. O grafico representa o resultado de 2
ensaios de citotoxicidade com inibidor de FABP4. C = grupo controle; doses de inibidor de FABP
2000nM, 200nM, 20nM e 2nM.

Figura 44 - Ensaio de citotoxicidade em células BI6F10 com doses escalonadas de
inibidor de FABP4, evidenciando-se efeito citotdéxico ndo significativo do inibidor

em todas as doses testadas. Nota-se também a perda do efeito proliferativo verificado com a dose

de 2nM do inibidor no ensaio de 24 horas de tratamento.

Embora ndo proposto nos objetivos iniciais do trabalho, a citotoxicidade com
inibidor de FABP4 foi realizada com o objetivo indicado no paragrafo inicial deste
topico. Com os resultados, verificamos que houve estimulo ao crescimento celular
com a dose de 2nM apos 24 horas de exposi¢do, o que ndo foi evidenciado com
doses superiores ou maiores periodos de tratamento (48 horas). Ponderamos que
doses mais elevadas do inibidor ou o maior tempo de exposi¢do a droga possam
interferir em outras vias ligadas diretamente ou indiretamente a FABP4, interferindo

com a homeostase celular, inibindo o crescimento.
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6 DISCUSSAO

O melanoma avancado ¢ uma neoplasia maligna de prognéstico ruim com
apenas 5% a 10% dos pacientes com doen¢a metastatica sobrevivendo 5 anos. Trata-
se de um tumor caracteristicamente resistente aos tratamentos quimioterapicos
vigentes, com respostas modestas e até mesmo ausentes.

A resisténcia tumoral aos quimioterapicos tem sido um grande obstaculo ao
sucesso do tratamento do cancer, sendo alvo de pesquisas na oncologia até o presente
e, nesse contexto, torna-se importante a busca de modelos que possibilitem
compreender o comportamento da célula e microambiente tumorais.

Tomando-se como base os resultados de LIMA (2007), durante a qual se
verificou que um grupo de genes foi diferencialmente expresso em melanoma murino
(B16F10) quando exposto ao tratamento com melfalano (MEL) e TNF, aplicando-se
a técnica de oligonucleotide microarray. Observou-se também que o padrio de
expressao desses genes nas células tratadas in vitro diferiu do observado in vivo. Tais
achados nos levaram a considerar que fatores ligados ao microambiente tumoral
poderiam interferir diretamente na expressdo génica do melanoma, ou ainda que
células presentes nesse microambiente tiveram genes modulados pelos referidos
tratamentos. Propusemos, para testar essa hipdtese, uma série de ensaios de
citotoxicidade e proliferacao e de expressdo gé€nica e proteica, utilizando células de
melanoma (B16F10), células endoteliais (MDMEC) e macréfagos (IC-21) isogénicas
a linhagem de melanoma, cultivado-as em monocamada e em cultivos

tridimensionais; e expondo-as ao tratamento com as drogas melfalano (MEL) e TNF,
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seja em meio de cultura suplementado com SBF10% ou em meio condicionado por
cada linhagem. Buscamos, com isso, estabelecer modelos capazes de avaliar a célula
neoplésica e parte das interagdes do microambiente tumoral no contexto do
tratamento quimioterapico, considerando a angiogénese (células endoteliais) e
inflamacao (macr6fagos) como os processos mais relevantes nesse sistema.

A utilizacdo de meios condicionados objetivou analisar como substancias
produzidas pelas células tumorais, células endoteliais e macréfagos interfeririam no
comportamento de cada linhagem em tratamento. Ja a utilizacdo do modelo de
esferoides celulares se pautou no entendimento de que os cultivos em trés dimensoes
poderiam oferecer um cendrio proximo ao observado em microrregides tumorais, que
diferem em muito dos cultivos em monocamada por sua estrutura de interagdo
célula-célula. Esse modelo tem sido empregado para avaliacio de drogas
antitumorais e de mecanismos de resisténcia tumoral com resultados relevantes e ja
foi testado em linhagens de cancer de mama (MCF-7), adenocarcinoma de colon
(HT-29) e carcinoma de pulmao de pequenas células (H1299) com sucesso (WONG
etal. 2012).

Gragas ao potencial envolvimento em mecanismos relacionados a
carcinogénese e proliferacdo tumoral, selecionamos a partir dos genes que foram
modulados nos experimentos de LIMA (2007), um grupo de genes (Ifi202b, Pard3,
Arhgef6, [gf2bp3, Flt-1 e Fabp4) para validacdo de expressdo génica pela técnica de
real-time-PCR. Desenhamos experimentos de cinética de expressdo para esses genes
com intervalos de exposi¢dao aos tratamentos com melfalano e TNF de 15 minutos a
12 horas, tanto com a célula tumoral, quanto com endotélio e macréfagos, em

cultivos de monocamada com meio padrao (DMEM+SBF10% ou RPMI+SBF10%),
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com meio condicionado por cada linhagem e em cultivos tridimensionais. Ao
observar intervalos maiores de exposicdo aos tratamentos, procuramos caracterizar
melhor o padrio de expressdo génica em resposta aos tratamentos, visto que o
registro pontual (num tUnico tempo, como realizado durante a tese de doutorado
citada previamente) de aumento ou diminui¢do de expressdo poderia ndo representar
o comportamento real de tal expressao.

Para realizacdo dos experimentos propostos, parte do projeto foi voltada ao
estabelecimento dos modelos experimentais. Das linhagens escolhidas, apenas as
células de melanoma (B16F10) e de macréfago (IC-21) estavam disponiveis
comercialmente, sendo entdo necessario o isolamento de células endoteliais
isogénicas com as demais. Pela técnica de separagdo imunomagnética, uma
populacao de células primdrias foi isolada da derme de camundongos C57BL/6, que
sdo isogénicos a linhagem de melanoma B16F10. Para garantir que se tratavam de
células endoteliais de fato, os ensaios de tubulogénese em matrigel, avaliacdo de
expressdo génica por real-time-PCR do gene constitutivo Nos3 (oxido nitrico
sintase-3), marcagdo por imunofluorescéncia com anticorpo anti-CD31 e
imunohistoquimica com os anticorpos anti-CD105 e anti-fator de Von Willenbrand
foram realizados. O gene e todas as proteinas citadas sdo caracteristicas das células
endoteliais e se encontram permanentemente expressas, sendo utilizados como
marcadores dessas células (CHA et al. 2005). O sucesso em todos os ensaios
propostos confirmou a natureza endotelial da linhagem, sendo nomeadas murine
derived microvascular endotelial cell (MDMEC). Consideramos que foram
indispensaveis todos os passos de caracterizagdo empregados, pois uma linhagem

isolada erroneamente comprometeria completamente a interpretacdo dos resultados
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dos experimentos. O ensaio de angiogénese (tubulogénese), por exemplo, embora
ndo totalmente especifico para células endoteliais, permite a distingdo dessas células
de outros tipos celulares que comumente contaminam o cultivo nos processos de
isolamento celular, sendo os contaminantes mais comuns os fibroblastos, células
essas que se apresentam caracteristicamente em arranjos cubiformes, ndo formando
tubulos (DONG et al. 1997).

Ao iniciarmos os cultivos de endotélio, observamos que as células primarias
apresentavam crescimento lento e que rapidamente se tornavam senescentes.
Propomos a imortalizacdo da linhagem com o vetor E7 de HPV16 proveniente do
sobrenadante de fibroblastos Bosc23. Escolhemos essa abordagem, para garantir
reprodutibilidade dos sucessivos ensaios que seriam realizados a jusante, visto que o
isolamento das células primarias a cada round de experimentos ndo seria
financeiramente e cronologicamente vidvel, além de resultar na utilizagdo de um
nimero proibitivo de camundongos para os experimentos. Além disso, a utilizagdo
de E7 ndo parece provocar instabilidade genomica nas células transfectadas quando
comparadas as estratégias de imortalizagdo induzidas por agentes quimicos ou
fisicos, conforme mencionado no trabalho de (YAMAMOTO et al. 2003).

Com todas as trés linhagens disponiveis, foram estabelecidos os cultivos
tridimensionais. Como dito, a utilizagdo de culturas 3D tem sido empregada na
pesquisa de drogas contra o cancer, servindo de boa interface entre a experimentacao
in vitro versus in vivo, diminuindo assim a utilizacdo de animais e permitindo a
manipulagdo de diversas varidveis com resultados mais imediatos que a
experimentacdo in vivo (MARRERO et al. 2009). Apesar de consideravel aplicacdo e

reprodutibilidade do modelo em diversas publicacdes, a0 nosso conhecimento, a
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abordagem envolvendo coculturas tridimensionais com cé¢lulas de melanoma, células
endoteliais e macrofagos ¢ inédita. Ao final da padronizagdo, obtivemos sucesso no
estabelecimento dos esferdides compostos por melanoma (B16F10) apenas, por 2
linhagens (B16F10+MDMEC) e pelas 3 linhagens. Para caracterizacdo
morfohistologica dessas estruturas, preparamos laminas coradas com hematoxilina-
eosina (vide anexo 9) e constatamos que os esferdides de células B16F10 apresentam
duas regides, uma periférica composta por camadas de células de citoplasma
irregular e outra interna, representada por uma cavidade central, contendo debris
celulares no seu interior, sugestivos de necrose celular. Além disso, esses esferdides
sd0 pouco coesos, apresentando maior fragmentacdo durante o processo de fixagao.
Aos moldes do que foi visto para a linhagem B16F10, vimos que os esferdides de
células de melanoma e células endoteliais (BI16F10+MDMEC) também sdo
compostos por duas regides celulares, mas o aspecto do esferoide neste grupo ¢ mais
coeso. Em sua camada periférica, duas populagdes de células foram observadas: uma
com citoplasma basofilico e irregular e outra com citoplasma mais eosinofilico e
formato arredondado. Verificamos também a formacao de estruturas semelhante a
microvasos nas camadas de células periféricas de alguns esferdides, sugerindo uma
diferenciacdo das células endoteliais em estruturas vasculares. Nos esferoides
compostos pelas trés linhagens celulares (B16F10+MDMEC+IC-21) manteve-se o
aspecto coeso e a presenca de duas regides celulares distintas, mas vimos que, na
camada periférica deste cultivo, além da presenga de estruturas capilariformes,
existem células com prolongamentos citoplasmaticos intercelulares e repletos de
melanina, sugerindo melan6fagos (macrdéfagos). A caracteristica de maior coesdo

intercelular das coculturas 3D, quando comparadas aos esferdides composto por
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melanoma apenas, poderia ser explicada pelo fato de as células tumorais
apresentarem um padrdo de crescimento mais desordenado, ao passo que as células
endoteliais e macrofagos, interagindo com as células de melanoma, preservariam
melhor a organizacdo tecidual habitual, facilitando as interagdes célula-célula, ou
organizando mais eficiente a matriz extracelular.

Com os resultados da caracterizacdo histologica, constatamos que houve
diferenga consideravel na estrutura dos esferdides de melanoma quando comparados
aos esferoides formados por mais de uma linhagem, no que tange a maior coesdo
intercelular e ao aspecto das estruturas celulares periféricas das coculturas, com a
formag¢do de arranjos capilariformes e presenca melandfagos. Além disso,
verificamos que, com o crescimento do esferoide, as células mais periféricas se
mantém viaveis; ao passo que as células da camada central, privadas de maior aporte
de nutrientes do meio de cultura, tornam-se necroticas. Essas observagdes sugerem
que esse modelo em muito se assemelha as caracteristicas observadas nas lesdes
tumorais in vivo, onde existe um gradiente de células tumorais proliferativas, situadas
mais proximo da periferia do tumor e um grupo de células situadas em regides mais
centrais da lesdo, que sofrem os efeitos da hipoxia e da privagdo de nutrientes,
tornando-se assim quiescentes ou mesmo evoluindo para apoptose. Caracteristicas
semelhantes foram descritas por (WONG et al. 2012) que, utilizando esferdides de
células pancreaticas humanas BON-1, observaram a presengca de duas regides
celulares e, através da marcagdo imunohistoquimica dos esferdides com Ki-67 e
caspase-3 clivada, verificaram que a regido central apresentou forte marcacdo para
caspase-3, sendo compativel com necrose, ao passo que, as células da periferia

tiveram marcagdo positiva para Ki-67, representando atividade proliferativa nessa
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regido (WONG et al. 2012). Achado semelhante também foi relatado por (FRONGIA
et al. 2009) que, utilizando um inibidor da fosfatase CDC25, descreveram maior
atividade proliferativa em regides periféricas de esferoides de células carcinoma de
colon (HCTI116) (FRONGIA et al. 2009). Consideramos provavel que a
heterogeneidade desses fenotipos celulares, com parte das células assumindo um
comportamento quiescente € ndo evoluindo para necrose seja responsavel em parte
pela resisténcia tumoral as drogas. Por outro lado, ponderamos que o cultivo
tridimensional ndo ¢ capaz de substituir completamente a experimentagdo in vivo,
pois, embora tenhamos evidenciado estruturas capilariformes nos esferoides
compostos por células endoteliais, ¢ mais provavel que esses cultivos se comportem
como estruturas avasculares, por ndo existir um fluxo continuo de meio/nutrientes
nessas estruturas, diferindo do tumor in vivo nesse aspecto.

Partindo para andlise de citotoxicidade, iniciamos os experimentos nos
cultivos em monocamada, utilizando meio padrio DMEM+SBF10% (células
endoteliais e melanoma) e RPMI+SBF10% (macrofagos). Comparando com os
controles sem tratamento, observamos, para as cé¢lulas de melanoma, que o melfalano
(MEL) apresentou atividade citotdxica significativa com a dose de 36,9uM e o TNF
com a dose 100ng/mL, sendo a citotoxicidade deste tltimo inferior ao de MEL, mas
ainda significativa. Evidenciamos também que o efeito citotdxico foi potencializado
pela associacdo de ambas as drogas, sendo superior ao de cada droga isoladamente.
O maior potencial citotoxico de MEL e TNF ¢é congruente com os relatos das
respostas obtidas nos pacientes com melanoma localmente avancado, submetidos ao
tratamento de perfusdo isolada de membro, onde melfalano isoladamente apresenta

taxas de resposta completa de 30 a 54%, mas, quando em associagdo com TNF, essa
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resposta aumenta para cerca de 70 a 90% (BARBOUR et al. 2009; DEROOSE et al.
2011).

Nossos resultados de citotoxicidade in vitro sdo compativeis com os achados
in vivo de (GUTMAN et al. 1997) que, injetando células B16F10 no subcutaneo de
camundongos, testaram a atividade antitumoral de MEL e TNF isoladamente e em
combinagdo e observaram um efeito sinérgico dessas drogas no modelo proposto,
com diminui¢do do volume das lesdes tumorais de 16% no grupo tratado com TNF,
25% no grupo tratado com MEL e de 75% no tratamento combinado (GUTMAN et
al. 1997).

Constatamos um padrio de citotoxicidade celular semelhante ao obtido nas
células B16F10 nos ensaios realizados com células endoteliais, mantendo-se
atividade significativa de todas as drogas, mas com uma aparente maior
citotoxicidade do TNF. Ja para os macrofagos IC-21, apenas a citotoxicidade de
MEL e da associagdo MEL e TNF mantiveram-se estatisticamente significativas e
foram, proporcionalmente, menores quando comparadas as demais linhagens, ao
passo que o tratamento com TNF isoladamente ndo apresentou atividade citotoxica,
aparentando inclusive preservar a quantidade de células vidveis observada nos
controles sem tratamento.

O maior efeito citotoxico de TNF observado nas células endoteliais ¢
compativel com os relatos da literatura. MENON et al. (2006) avaliaram o efeito
antitumoral de TNF em melanoma humano e observaram que o TNF causou dano
seletivo a vasculatura tumoral, rompendo complexos adesivos de VE-caderina das
células endoteliais e aumentando a permeabilidade vascular (MENON et al. 2006).

Em outro trabalho, (STROKA et al. 2012) avaliaram o comportamento de células
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endoteliais HUVEC sob tratamento com TNF, constatando que essas células soferam
modificagdes na sua morfologia, com reorganizacdo dos filamentos de F-Actina,
aumento do volume celular e da permeabilidade vascular (STROKA et al. 2012).
Além disso, descreve-se que TNF pode induzir duas formas de morte celular:
apoptose caspase-dependente, levando a condensacdo da cromatina, fragmentacdo e
formagdo de corpos apoptodticos e outra caspase independente, caracterizada por
necrose na auséncia de condensagdo e de fragmentacdo da cromatina que poderiam
ser responsaveis pelo dano observado nas células endoteliais (MOCELLIN et al.
2005; ROWINSKY 2005).

Avaliando o comportamento apresentado pelos macrdéfagos, a auséncia de
atividade citotoxica significativa observada apds o tratamento com TNF, havendo
talvez um estimulo a proliferacdo ¢ interessante. De fato, o TNF ¢ uma citocina de
papel importante durante a resposta inflamatoria, podendo atuar como fator
estimulante de macrofagos e monodcitos, promovendo sobrevivéncia celular através
da ativacdo de vias de proliferagdo e inibicdo de apoptose dependentes de NFkB,
PI3K/AKT e MAPK (MOCELLIN et al. 2005). Consideramos que esse efeito seria
responsavel pela auséncia de atividade citotoxica do TNF na linhagem de macrofago
(IC-21) testada.

De posse dos resultados de citotoxicidade em monocamada com meio
suplementado com SBF10%, avaliamos a atividade citotoxica das drogas, utilizando
os meios condicionados por cada linhagem. Como descrito nas etapas de
padronizac¢do, ndo foi possivel o condicionamento do meio sem a suplementacdo de
soro bovino fetal, pois as células de melanoma morreram apos 24 horas no meio sem

soro, fazendo-se necessdria a suplementacdo com 2% de SBF. Para garantir a
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homogeneidade de condigdes dos experimentos, suplementamos o0s meios
condicionados pelas demais linhagens (MDMEC e IC-21) também com SBF a 2%.
Observamos que as células de melanoma sofreram importante influéncia dos meios
condicionados, com modificacdo do padrdao de citotoxicidade observado com meio
com SBF10%.

Quando utilizado o meio condicionado por células endoteliais, houve maior
atividade citotoxica de TNF, inclusive sendo superior aquela obtida com MEL. Da
mesma forma, também foi observada uma maior atividade citotdxica da associa¢ao
de MEL e TNF. Nos experimentos utilizando meio condicionado por macrofagos, o
padrdo também foi modificado, havendo agora diminui¢do do efeito citotdoxico de
MEL e da associagdo MEL e TNF, com mais células viaveis, embora mantendo a
significancia estatistica em relacdo ao grupo controle. A atividade de TNF manteve-
se praticamente inalterada. Comparando os ensaios com o meio condicionado por
células endoteliais e o por macrofagos, observamos padrdes distintos de
citotoxicidade, sugerindo que substancias produzidas por cada linhagem alteraram a
sensibilidade das células de melanoma as drogas. Acreditamos ser pouco provavel
que a menor concentragdo de SBF nos meios condicionados fosse responsavel por tal
modificacdo, pois, se assim fosse, o padrio de citotoxicidade dos meios
condicionados seria 0 mesmo independente da linhagem que o condicionou.

Continuando os experimentos com meio condicionado, testamos as células
endoteliais em meio condicionado por melanoma e por macréfago e observamos que,
com o meio condicionado por melanoma, mantiveram-se a atividade citotdxica de
MEL e da associagado MEL ¢ TNF, mas houve reducdo da atividade citotoxica de

TNF com perda da significidncia estatistica quando comparada aos controles sem
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tratamento. Quando utilizamos meio condicionado por macréfagos, novamente nao
houve citotoxicidade significativa promovida por TNF, havendo aparentemente
maior numero de células viaveis. Nos tratamentos contendo MEL e MEL+ TNF, a
atividade citotoxica foi proporcionalmente maior a observada com meio com soro
apenas. Nos experimentos de citotoxicidade com macrdéfagos, o meio condicionado
por melanoma ndo modificou o perfil de citotoxicidade, preservando a atividade de
MEL e da associagdo MEL e TNF, porém, no meio condicionado por células
endoteliais, apenas MEL manteve atividade, ndo se observando citotoxicidade
significativa com TNF ou MEL+TNF.

Analisando os resultados dos ensaios de citotoxicidade em meio
condicionado, constatamos que, interessantemente, o meio condicionado por células
endoteliais deixou as células de melanoma mais susceptiveis aos efeitos do TNF,
sugerindo que fatores produzidos pelo endotélio presentes no meio condicionado
determinariam uma maior sensibilidade das células de melanoma a essa citocina. No
nosso trabalho ndo foi possivel se determinar os mecanismos subjacentes a esse
achado, pois, embora proposta no desenho do projeto inicial, a dosagem de citocinas
no meio condicionado ndo foi executada pela complexidade do trabalho, em termos
de cronograma e custos. Mas propomos que o meio condicionado por endotélio
poderia aumentar a sensibilidade do melanoma ao TNF, através da expressdo de
receptores, como, por exemplo, o receptor 1 de TNF (TNFR-1), estimulando
processos de apoptose via TRADD (7TNF receptor associated death domain) (VAN
HORSSEN et al. 2006). Em um trabalho executado por (RUGGIERO et al. 1987)
utilizando linhagens tumorais, foi observado que o numero relativo de receptores de

TNF presentes em cada linhagem tumoral determinou sua sensibilidade ao efeito
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citotoxico dessa citocina. Quando expondo a linhagem de carcinoma de c6lon HT-29
ao pré-tratamento com IFNy por 5 horas, observaram que houve um aumento de 3
vezes na quantidade de receptores de TNF nas células testadas e que, a0 mesmo
tempo, foi verificado efeito citotoxico com doses 3 vezes menores de TNF. Com isso
os autores indicaram que a expressdo de receptores de TNF induzidos por IFNy
poderiam estar envolvidos na resposta citotoxica. No mesmo trabalho, foi avaliado o
efeito citotoxico de TNF em uma linhagem de melanoma (ME-180) pré-tratada com
o inibidor de sintese protéica cicloheximidina, verificando a ligacdo de TNF marcado

com I'®

nessas células. Os autores constataram que a inibi¢do da sintese proteica
resultou em grande diminui¢do da ligagdo do TNF, com poucos receptores sendo
detectados apds 2 horas de exposi¢cdo ao inibidor, mas com recuperacdo dos mesmos
apos substituicdo com meio fresco. Viram também que o efeito citotoxico de TNF foi
reduzido em cerca de 50%, quando o nimero de receptores foi reduzido em 90% e
praticamente abolido com o uso de cicloheximidina por 2 horas, indicando que a
atividade citotoxica de TNF ¢ inibida quando o niimero de receptores cai a um nivel
critico (RUGGIERO et al. 1987).

Para as células endoteliais, o meio condicionado por macrofagos, manteve
uma maior propor¢do de células vidveis apds exposicdo ao TNF, sugerindo a
preservacdo da atividade proliferativa dessas células em comparacdo com os
controles sem tratamento. Nesse contexto, acreditamos que esse comportamento
resultou no maior efeito citotoxico observado para os tratamentos com MEL e com a
associacdo de MEL e TNF, pois as células endoteliais, mantendo-se em divisdo

celular, estariam mais suscetiveis ao melfalano, uma droga que atua como alquilante

de DNA, induzindo apoptose durante as fases de sintese e replicagdo. A hipdtese de
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maior proliferacdo endotelial no meio condicionado por macréfagos se apoi em
dados descritos previamente na literatura. Sabe-se que os macrdéfagos intratumorais
contribuem para a angiogénese, por producao de fatores ligados a neovascularizagdo
como VEGF, FGF, TGFb e metaloproteases (SICA et al. 2008). Em experimentos
utilizando modelos xenograficos de melanoma humano em camundongos,
(GAZZANIGA et al. 2007) constataram que a inibi¢ao da citocina MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein-1), ligada ao recrutamento de mondcitos e macrofagos,
promoveu reducdo significativa da angiogénese tumoral, quando comparada a
tumores ndo tratados e observaram também que a inibicdo dessa proteina abortou a
formacao de tibulos in vitro pelas células endoteliais em matrigel (GAZZANIGA et
al. 2007). Na conclusdo dos ensaios em meio condicionado, pudemos averiguar que
os macréfagos IC-21, tanto no meio padrdo quanto nos meios condicionados,
apresentaram maior resisténcia as drogas testadas, com maior proporcao de células
viaveis nos tratamentos com MEL e auséncia de efeito citotoxico com TNF.

Para a citotoxicidade realizada em culturas tridimensionais, observamos que
os esferdides de B16F10 apresentam maior resisténcia a todos os tratamentos
testados, caracterizada pela perda da atividade de TNF e pela menor atividade MEL e
da associagdo MEL+TNF, quando comparadas aos cultivos em monocamada. Um
padrdo semelhante de resisténcia aos tratamentos também foi observado nos
esferdides compostos pelas 3 linhagens (B16F10+MDMEC+IC-21), com menor
atividade do MEL e da associagdo MEL+TNF e perda de atividade de TNF. Nas
coculturas tridimensionais compostas por BI6F10+MDMEC, ndo houve atividade
citotoxica dos tratamentos contendo MEL e TNF isoladamente, permanecendo

significativa apenas a associagdo MEL+TNF.
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De maneira geral, tais dados sdo consistentes com um padrdo de resisténcia
celular aos tratamentos proporcionado pelo cultivo tridimensional. Acreditamos que
isto seja atribuivel a uma menor penetragdo das drogas nos esferdides, com a
configuracdo tridimensional das células in vitro mimetizando o microambiente
tumoral, havendo maior adesdo intercelular, e também por conferir fendtipos
celulares mais resistentes ao efeito citotéxico. Em trabalho publicado em 2008,
HERRMANN et al., avaliaram a resposta de células HCT-116 a diferentes
compostos (cisplatina, SFU, azacitidina, mitoxantrona, tamoxifeno) e observaram,
para todos as drogas avaliadas, que, apds 24 horas de exposi¢do aos tratamentos, 0s
esferdides apresentaram maior niimero de células viaveis e menos apoptose quando
comparados aos resultados obtidos de células cutivadas em monocamada. Os autores
concluiram que a menor penetracao de algumas drogas nos esferdides € responsavel
por conferir resisténcia ao tratamento (HERRMANN et al. 2008). Em publicacdo
anterior, KOBAYASHI et al. 1993 demonstraram que os esferoides gerados de
sublinhagens de carcinoma mamario murino (EMT-6), que foram mais resistentes
aos quimioterdpicos ciclofosfamida e cisplatina, manifestaram estrutura mais
compacta e que o tratamento dessas cé€lulas, desagregadas com tripsina, acarretou em
perda de parte das propriedades de resisténcia (KOBAYASHI et al. 1993). Além
disso, descrevemos anteriormente que as regides celulares dos esferoides, uma
central e necrdtica e outra com células periféricas viaveis, indicariam a presencga de
um gradiente de distribuicdo de nutrientes e oxigénio, o que tornaria parte das células
tumorais quiescentes € menos susceptiveis aos tratamentos  citotoxicos.

Consideramos que essas observagdes se aplicam aos achados de citotoxicidade nos
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cultivos  tridimensionais, sejam eles compostos por melanoma, por
B16F10+MDMEC ou pelas 3 linhagens.

Com finalidade de averiguar a proporc¢ao do efeito citotoxico observado nos
ensaios com MTT que seria atribuivel a inibi¢ao da proliferacdo celular, utilizamos
um kit para avaliagdo colorimétrica da incorporagdo de BrdU durante a sintese de
DNA. De maneira geral, esses experimentos revelaram que a atividade citotoxica
vista nas células cultivadas em monocamada com os tratamentos contendo melfalano
(MEL isoladamente e MEL+TNF) deve-se principalmente a inibi¢do da proliferagao
celular e que o TNF, por outro lado, exerce um menor efeito anti-proliferativo que ¢
observado apenas nas células de melanoma, seja em meio condicionado ou em meio
com Soro.

J& nos cultivos de endotélio, com meio padrdo e com meios condicionados
por melanoma ou macrofago, o TNF ndo apresenta atividade anti-proliferativa.
Assim sendo, o efeito citotoxico observado por TNF isoladamente na célula
endotelial cultivada em meio simples poderia ser atribuido a dano celular direto,
induzindo apoptose (MOCELLIN et al. 2004).

Com os macrofagos, constatamos que TNF ndo apresenta atividade anti-
proliferativa em nenhum dos meios testados, aparentando haver, a principio, um
estimulo a proliferagdo dessas células principalmente quando utilizando os meios
condicionados, embora ndo estatisticamente significativo. Testando a atividade
antiproliferativa das drogas nas coculturas tridimensionais, observamos uma
importante reducdo do efeito anti-proliferativo exercido pelo melfalano e manteve-se

a auséncia de atividade de TNF, quando comparada aos cultivos em monocamada,
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resultados semelhantes aos obtidos nos ensaios de citotoxicidade e, provavelmente,
explicamos de maneira semelhante.

Partindo para andlise de expressdo génica, nos cultivos em monocamada de
células B16F10, ndo observamos expressdo dos genes Arhgef6 e Ifi202b, ndo
reproduzindo assim os achados observados in vivo (LIMA 2007). Quando avaliamos
o gene Fltl, constatamos baixa ou minima expressdo desse gene nesses cultivos. Os
dados obtidos anteriormente na tese do Dr. Vladmir Lima indicaram, em amostras de
tumor derivadas da linhagem de melanoma B16F10 in vivo, que houve diminui¢do da
expressdao de Fltl com expressdo relativa (ER) <2,0 e p<0,05, para os tratamentos
com TNF. Todavia, foi proposto que a expressdo ndo se deveu as células tumorais de
melanoma, mas possivelmente pelas células do estroma tumoral, ja que, no referido
estudo, ndo se observou modificagio da expressdo deste gene nas células de
melanoma cultivadas in vifro em resposta ao tratamento citado. No nosso trabalho, a
expressao de Flt1 foi identificada nas células endoteliais e macrofagos, corroborando
a hipotese de que sdo as células estromais as responsaveis pela expressdo de Fltl,
mas apenas o endotélio teve a expressdo modificada pelo TNF, apresentando
aumento apos 6 horas de exposicdo ao tratamento. Os nossos resultados sdo
contrarios aos observados por LIMA em 2007, fato que poderia ser atribuido as
diferengas do cultivo in vitro. Por outro lado, estudos experimentais revelam que a
proteina de membrana FLT-1 (VEGFR-1) apresenta grande afinidade por VEGF e
que, em situacdes fisioldgicas, atuaria como falso receptor, impedindo a ligacdo da
molécula de VEGF com VEGFR2, esse ultimo sabidamente relacionado a sinais
mitogénicos e angiogénese. Como resultado, FLT-1 atuaria na inibicdo da

angiogénese fisioldgica, como um modulador negativo da ativagdo VEGFR2
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(MENENDEZ et al. 2006; TAKENAKA et al. 2007). Nesse sentido, o aumento da
expressdo de Fltl nas células endoteliais pelo TNF poderia induzir diminui¢ao da
angiogénese, o que implicaria no bloqueio da vascularizagdo e nutricdo tumorais.
Esses processos sdo, de certa forma, compativeis com os achados do efeito de TNF
nos tratamento de melanoma cutdneo com perfusdo isolada de membro, onde se
verifica dano vascular extenso e necrose nas lesoes tumorais (ROSSI et al. 2008).

O gene Imp3 apresentou expressdo irregular em células B16F10 cultivadas
em monocamada, mas identificamos que o tratamento com melfalano inibiu a
expressdo do gene a partir de 3 horas de exposi¢do. Para as células endoteliais,
também observamos o padrao diminui¢do da expressdo com os tratamentos contendo
melfalano a partir de 3 horas de exposicdo ao tratamento. Esses resultados
corroboram os achados de LIMA em 2007, onde foi evidenciada diminuicdo da
expressdo do gene apOs o tratamento com melfalano nos melanomas in vitro.
Tragando-se um paralelo entre os resultados, acreditamos que o tratamento com
melfalano promove de fato inibicdo da expressdo desse gene.

IMP3 ¢ uma das proteinas ligantes de RNA envolvidas na localizagdo do
mRNA de IGF-II (insulin-like growth fator-II) e no seu controle de traducéo, estando
hiperexpressa em alguns tumores malignos e relacionada ao maior potencial
metastatico dessas lesdes (CHEN et al. 2012). E uma proteina de 580 aminoécidos
com 4K dominios de homologia e 2 motivos de reconhecimento de RNA e atua
aumentando a expressdo proteica de IGF-II. A demonstragdo da diminuigdo da
expressao de Igf2bp3 pelo melfalano poderia se traduzir num efeito anti-proliferativo
dessa droga tanto nas células de melanoma quanto no endotélio, inibindo sinais

mitogénicos provenientes de IGF-II.
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Como marcador imunohistoquimico, IMP3 foi descrita como capaz de
distinguir melanomas de nevos benignos. Em estudo de MENTRIKOSKI et al.
(2009) examinando 43 bidpsias de 13 nevos benignos e 30 melanomas, a marcagao
imunohistoquimica de IMP3 foi detectada em 70% das amostras de melanoma, ao
passo que nenhum dos nevos expressou IMP3 (MENTRIKOSKI et al. 2009).
WALTER et al. (2009) avaliaram 138 casos de carcinoma mamario invasivo e
constataram que a expressdo imunohistoquimica de IMP3 foi correlacionada com
maior grau histolégico, necrose, subtipo triplo negativo (receptores hormonais e
HER2 negativos) e expressdo de CK5/6, sendo associada a um fendtipo mais
agressivo de tumor de mama. Imp3 também se relaciona a maior potencial invasivo
no melanoma. (KABBARAH et al. 2010) avaliaram o perfil gendmico associado a
progressdo metastatica em melanomas primarios e metastaticos, através da técnica de
comparagdo de genomas (CGH array). Os autores definiram 32 regides gendmicas
que estiveram estatisticamente alteradas no melanoma metastatico em comparagdo
com lesdes primdrias e, na analise funcional dessas regides, validaram que os genes
IMP3, ASPM, AKAPY, PRKCA, RPA3 e SCAP2 apresentaram atividades pro-
invasivas em células de melanoma humano (KABBARAH et al. 2010).

Os genes Pard3 e Fabp4 apresentaram modifica¢do da expressao consistente
em todas, ou ao menos 2, das linhagens de melanoma, célula endotelial e macrofagos
cultivadas em monocamada com meio suplementado por SBF10%. Assim, decidimos
centralizar as andlises de expressdo génica nos ensaios com meio condicionado e em
culturas tridimensionais discutidos mais adiante nestes dois genes.

O gene Pard3 teve a expressdo nos cultivos em monocamada de melanoma e

célula endotelial com DMEM+SBF10% modificada pelos tratamentos com
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melafalano. Quando comparados aos controles sem tratamento, melfalano inibiu a
expressdo de Pard3 em melanoma apos 3 horas de exposicdo com ER<1,5 e apds 6
horas (ER<2,5). De modo semelhante, nas células endoteliais, observamos, na
cinética de expressdo, que os tratamentos contendo melfalano (MEL e MEL+TNF)
inibiram a expressdo de Pard3 a partir de 3 horas até 6 horas de tratamento, com
diminuicdo desse efeito apos 12 horas. Esses achados estdo de acordo com os
resultados obtidos pelo trabalho de LIMA em 2007, onde in vivo e in vitro a
exposicao ao melfalano resultou na diminui¢ao da expressdo do gene. A combinagdo
desses resultados com nossos achados sugere que Pard3 sofre regulacdo negativa
tanto na célula tumoral, quanto no microambiente tumoral, aqui representado pelo
endotélio.

PAR3 ¢ a proteina codificada pelo gene Pard3 que possui 3 regides
conservadas (CR1, CR2 e CR3). CR3 esta envolvida na ligagao com aPKC (atypical
protein kinase C). Ja CR2 possui trés dominios PDZ que sdo modulos de interacdo
interproteica. Em associagdo com PAR6, moléculas de adesdo juncional (JAM)
ligam-se a PAR3 através desses dominios (MIZUNO et al. 2003). Em células
epiteliais, PAR3 forma complexos com PAR6/aPKC colocalizando-se nas jungdes
ocludentes (tight juntions), regulando a formacdo dessas estruturas e a polarizagdo
celular. Sabe-se também que PAR3 interage com vérias proteinas, incluindo CDC42,
TIAMI1 (T-lymphoma invasion and metastasis 1), LIM quinase 2, 14-3-3c, lethal
giant larva (LGL) e proteinas associadas com PALS]1 (protein associated with Lin
Seven 1), regulando a formagdo das juncdes oclusivas, onde a hiperexpressdo de
PAR3 promove a creag@o dessas jungdes, enquanto que a diminuicdo de expressdao

atrasa a formagao das mesmas (WANG et al. 2006). Em células endoteliais, IDEN et
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al. (2006) demonstraram que PAR3 e PAR6 formam complexos diretamente com
VE-caderina e que esses complexos sdo independente da ligagio com aPKC na
formagao das jungdes aderentes (IDEN et al. 2006). Em outra publicagdo, Ebnet et al.
descreveram que PAR3 encontra-se permanentemente expresso em células
endoteliais in vivo e que se localiza nas regides de contato intercelular dessas células
quando cultivadas in vitro (EBNET et al. 2003).

Descrevendo outra fungcdo de PAR3, HONG et al. (2010) demonstraram que
as proteinas do complexo PAR6-PAR3-aPKC auxiliam na organizam da rede de
microtibulos intracelulares e que essas moléculas estariam implicadas no
posicionamento do centrossomo durante a polarizagdo e divisdo celular.
Demonstraram também, em células neuroepiteliais deficientes em PAR3, que a
orientacdo do fuso mitdtico mostrou-se defeituosa prejudicando a divisdo celular
(HONG et al. 2010). PAR3 pode ainda desempenhar um outro papel, como foi
relatado em trabalho de Fang et al., onde ficou demonstrado que PAR3 interage com
duas subunidades heterodiméricas da DNA-PK (DNA dependente protein kinase),
Ku70 e Ku80. Quando essas subunidades se ligam ao dominio catalitico de DNA-
PK, formam um complexo que regula o reparo de DNA de quebra de dupla fita
(DSBs) ndo homologo. A partir desses achados, os autores sugerem que PAR3 atua
como um novo componente de DNA-PK, regulando o reparo de DNA (FANG et al.
2007).

Com base nessas informagdes, hipotetizamos a inibi¢do da expressdo de
Pard3 pelo tratamento com melfalano poderia estar associada com, ou favorecer, a
inibi¢do de proliferacdo e a citotoxicidade observada nas células de melanoma e

células endoteliais, por interferir diretamente no mecanismo de reparo do DNA de
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quebra de dupla fita, exarcebando inclusive o efeito citotoxico dessa droga, que age
como alquilante do DNA, e por prejudicar a polimerizagdo dos microtibulos
interferindo com a polarizagao celular e formagdo do fuso mitotico. Além disso, no
endotélio, a inibi¢do de PAR3 poderia modificar a estrutura das jun¢des de adesdo
intercelular, promovendo aumento da permeabilidade vascular, potencializando a
distribui¢do da droga na lesao tumoral.

Ainda nos cultivos em monocamada, identificamos a expressdo do gene
Fabp4 em todas as linhagens testadas e que o tratamento com TNF modificou a
cinética de expressdo desse gene nesses cultivos. Nas células de melanoma e
endotélio, TNF promoveu estimulo a expressdo do gene no decorrer do tempo, entre
15 minutos e 12 horas de tratamento. Ao passo que, nos macroéfagos, o TNF inibiu a
expressdo de Fabp4 durante 3 horas e 6 horas de exposi¢do, mantendo-se a inibi¢do
até 12 horas. Nos melanomas, a expressdo de Fabp4 foi baixa, enquanto que no
endotélio e macrofagos a expressao do gene foi positiva. Nos dados de microarray
de LIMA (2007), Fabp4 ndo apresentou modulacdo estatisticamente significativa nos
grupos tratados, embora com modificagdo numericamente importante da expressao
relativa. Os dados de real-time PCR, entretanto, confirmaram a expressao diferencial
deste gene de acordo com o tratamento empregado. Naquele trabalho, TNF pareceu
inibir a expressao, enquanto que MEL pareceu estimular. Exceto pelos macrofagos,
nossos resultados mostraram que TNF atuou estimulando a expressdo de Fabp4 e
MEL nao modificou sua expressao, mas comparagdes entre os estudos sdo limitadas,
visto, naquele trabalho, avaliou-se amostras tumorais inteiras, 0 RNA de referéncia
empregado foi diferente (poo/ de RNAs extraidos de linhagens de melanoma murino)

e a expressao foi avaliada em um unico tempo (3 horas).
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FABP4 (ou aP2) ¢ uma proteina expressa principalmente em adipodcitos e
macrofagos que atua transportando ligantes especificos (acidos graxos,
prostaglandinas, fatores de crescimento) do citosol para o receptor PPARY no nucleo,
facilitando a ligacdo dessas moléculas e aumentando a atividade transcricional
daquele receptor. A atividade de PPARy tem sido descrita nos processos de
diferenciagdo adipocitaria, modulagdo da atividade da insulina e fun¢do macrofagica,
e sua ativagdo leva a inibi¢do da proliferacdo e inducdo de apoptose em carcinomas
(AYERS et al. 2007).

Ha evidéncia também de que FABP4 interage com PTEN, havendo uma
inibicdo de FABP4 por essa proteina. Sabe-se que PTEN atua também como
fosfatase multifuncional de lipidios e proteinas e como inibidor da importante via de
proliferacdo da via PI3K/AKT/MTOR. Um estudo de TSUDA et al. (2009)
utilizando queratinocitos PTEN-null demonstrou uma elevagdo de 5 vezes na
expressdo de Fabp4 nessas células, sugerindo que PTEN funciona como feedback
negativo de FABP4 e consequentemente de PPARy. PPARY, por sua vez, ¢ requerido
no processo de diferencia¢do de glandulas sebéceas e estaria envolvido na hiperplasia
patoldégica. Assim sendo, FABP4 teria papel no desenvolvimento de prolifera¢do e
surgimento dessas alteragdes e seria contrarregulado pela atividade de PTEN
(TSUDA et al. 2009).

A expressio de FABP4 também foi descrita em células endoteliais.
(ELMASRI et al. 2012) encontraram que células endoteliais (HUVEC), deficientes
em FABP4, apresentaram aumento da susceptibilidade a apoptose, além de
diminui¢do da migracdo e formacdo de capilares. Nesse estudo, descreveram que

FABP4 modulou a atividade de importantes vias de sinalizacdo, incluindo inibi¢do
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de P38, NOS e SCF (stem cell fator)/c-KIT. A via SCF/c-KIT parece ser a que esta
mais fortemente relacionada a atividade angiogénica induzida por FABP4, uma vez
que em células deficientes em FABP4 observou-se diminui¢cdo de 85% dos mRNA
de SCF (ligante de c-KIT) e aumento da expressdo de c-KIT, e o tratamento destas
células endoteliais com SCF exdgeno foi capaz de recuperar a proliferacao celular, e
melhorar a sobrevivéncia, a morfogénese e o brotamento capilar de anéis de aorta
(ELMASRI et al. 2012).

Este mesmo grupo descreveu o aumento da expressio do mRNA e da
proteina FABP4 por outro ligante, o VEGFA, e verificou que o knockdown do
receptor 2 de VEGF (VEGFR-2) acarretou inibi¢do do efeito de VEGFA sobre a
expressdo de FABP4, o que nao foi visto com o knockdown de VEGFR-1. Além
disso, o knockdown de FABP4 promoveu reducdo de proliferacio de células
endoteliais tanto em condi¢des basais, quanto apds estimulo com VEGFA ou bFGF.
Concluiram entdo que FABP4 ¢ um alvo da via VEGF/VEGFR2 e um regulador
positivo da proliferagdo de células endoteliais.

Como dito, FABP4 encontra-se expresso em macrofagos, onde participa na
regulacdo da atividade inflamatéria através das vias de NFkB e PPARy. Nesse
contexto, a ativagdo de PPARy ¢ tida como reguladora negativa da ativagdo de
macrofagos durante a resposta inflamatodria, conferindo um fenétipo associado com
tolerdncia imunologica (ELMASRI et al. 2012).

Analisando os perfis de expressdo obtidos na monocamada e procurando
estabelecer relacdo com os achados de citotoxicidade, observamos que, em células de
melanoma, o tratamento com TNF apresentou atividade citotdxica com inibicdo da

proliferacdo e que proporcionou aumento da expressao de Fabp4 nessas células. Com
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base nos relatos da literatura, sabemos que FABP4 favorece a ativagdo de PPARy e
esse por sua vez apresenta atividade antiproliferativa em varias neoplasias malignas.
Hipotetizamos que o efeito antiproliferativo de TNF no melanoma deve-se, pelo
menos em parte, ao aumento da expressdo de FABP4, associado ao efeito direto de
indugdo de apoptose pelo TNF (AYERS et al. 2007). Em células endoteliais, embora
tenhamos observado atividade citotoxica de TNF, esse efeito ndo se deveu a inibigao
de proliferagdo. Nesse sentido, o efeito citotoxico registrado seria atribuido a
citotoxidade direta de TNF. Por outro lado, a hiperexpressao de Fabp4 nessas células,
que, segundo evidéncias da literatura, teria um efeito angiogénico, poderia aumentar
a susceptibilidade das células endoteliais ao efeito citotéxico de melfalano, podendo
justificar o que foi observado nos tratamentos contendo MEL+TNF.

Nos macréfagos, observamos que o TNF atua inibindo a expressao de Fabp4.
Nessas células, os ensaios ndo evidenciaram atividade citotoxica de TNF, que
mantém o status proliferativo observado nos controles sem tratamento. Dados da
literatura descrevem que moléculas pro-inflamatérias (TNF, IFNy e Toll-like
Receptors, lipopolissacarides) favorecem o fenotipo classicamente ativado de
macrofagos ou seja, pro-inflamatoério e antitumoral (fendtipo M1). Por outro lado,
moléculas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, dexametasona) modificam o fen6tipo dos
macrofagos provocando tolerancia e estimulando a tumorigénese (fenétipo M2). Ha
evidéncia de que PPARy atue como regulador negativo da ativacdo de macrofagos
nesses processos, onde a ativagdo de PPARy em macrofagos resulta na supressao da
producdo de mediadores pro-inflamatorios (SICA et al. 2008; WANG et al. 2012).
Corroborando esses achados, um trabalho de SZANTO et al. (2010) descreveu que o

tratamento de macrdéfagos e células dentriticas maduras com IFNy+TNF inibiu a
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atividade de FABP4 em ambas as células e que IL4 promoveu forte expressdao de
FABP4 e consequentemente de PPARy. Esse efeito foi também foi observado em
macroéfagos peritoneais (SZANTO et al. 2010). Comparando nossos resultados com a
atividade de TNF descrita na literatura em macréfagos, seria possivel que a
diminui¢do de Fabp4 na linhagem IC-21, pelo tratamento com TNF, se traduza na
menor atividade de PPARy, com ativagdo classica dessas células e preservando a
sobrevivéncia celular, como o que foi observado nos ensaios de citotoxicidade.

Analisando os experimentos com meios condicionados com foco nos
resultados de expressdao dos genes Pard3 e Fabp4, observamos que o padrao de
expressdo inicialmente observado em Pard3 em meio suplementado com SBF10%
pouco se modificou, mantendo-se a inibi¢cdo da expressdo do gene nos grupos de
tratamento contendo melfalano, todavia a magnitude da inibi¢do pareceu menor (ER
entre 1 e 1,5) nas células de melanoma. Entretanto, para o gene Fabp4, constatamos
alteracdo da cinética de expressao nos meios condicionados.

Nas células de melanoma cultivadas em meio condicionado por endotélio, o
gene Fabp4 manteve o mesmo padrdo de expressdo observado com TNF no meio
DMEM+SBF10%. Porém, quando utilizando meio condicionado por macrofagos, o
TNF inibiu a expressdo deste gene apds 3 horas de tratamento. Interessantemente,
conforme discutido em topico anterior, esse padrdo de inibicdo de Fabp4 pelo TNF
so0 foi visto nos macréfagos cultivados em monocamada com meio suplementado
com SBF10%. Por outro lado, nos macrofagos tratados com TNF no meio
condicionado por células de melanoma, ndo foi evidenciada inibi¢do da expressdo de
Fabp4, como o que ocorreu no meio suplementado com SBF10% apenas. Em células

endoteliais, cultivadas em meio condicionado por B16F10 e por IC-21, o TNF
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promoveu aumento da expressdo de Fabp4, o que, em ultima andlise, poderia se
traduzir em estimulo pro-angiogénico exercido pelo melanoma e macréofagos.
Reunindo os achados descritos anteriormente, acreditamos que as células de
melanoma sdo sensiveis a substancias produzidas pelos macréfagos, com inibicao da
expressdo de Fabp4, levando a menor ativagdo de PPARY, o que se traduziria em
estimulo de sobrevivéncia as células de melanoma. Um racional semelhante se
aplicaria a interag@o entre o meio condicionado por melanoma e os macréfagos, onde
os fatores produzidos pelo melanoma estimulariam a expressio de Fabp4,
aumentando a atividade de PPARYy, o que, por sua vez, modificaria o fenotipo dos
macrofagos para o de tolerancia imune e pro-tumoral (fenétipo M2). Corroborando
nossos achados, existe vasta evidéncia na literatura de que os macrofagos associados
ao tumor promovem progressao tumoral, com maior prolifera¢do, sobrevivéncia e
invasividade, e, além disso, estimulo angiogénico e de supressdo da atividade imune
adaptativa (ALLAVENA e MANTOVANI 2012). JENSEN et al. (2009) avaliaram
impacto prognostico de macrofagos com fendtipo pro-tumoral M2, através de
marcacdo imunohistoquimica de CD68 e CD163 em amostras de melanoma e da
quantificagdo dos niveis séricos de sCD163 e sCD68 em pacientes com estadio
clinico precoce (EC I e II), e descreveram que a presenga de sCD163 foi fator
prognostico independente para pior sobrevida (p=0.01) e casos que melanomas com
denso infiltrado macrofagico CD68+ também estiveram associados com pior
sobrevida (HR 2,8 p=0.02). Estudos experimentais € em humanos confirmam que a
producdo de CCL2 se correlacionou com infiltrado tumoral macrofagico em cancer
de mama, pancreas e ovario e outras citocinas, como CCL5, CCL7, CCL8, CXCL12,

VEGF, PDGF e M-CSF, também mostraram atrair macroéfagos ao sitio tumoral. Com
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relacdo aos fatores com potencial de promover a polarizagdo dos macréfagos para o
fendtipo M2 estdo PGE2, TGFp, IL-6 e IL-10, sendo que TGFB e IL-10 sdo
produzidos tanto pelos tumores quanto pelos proprios macréfagos (SICA et al. 2008;
ALLAVENA e MANTOVANI 2012). Infelizmente, pelos motivos ja mencionados
nos experimentos de citotoxicidade, ndo quantificamos as citocinas presentes nos
meios condicionados o que colaboraria para identificar as moléculas responsaveis
pela modificagdo no perfil de expressao.

Inicialmente, quando nos propusemos a avaliar a expressdo génica nos
esferoides, pretendiamos utilizar apenas 01 esferoide em cada grupo de tratamento a
ser testado (controle, MEL, TNF ¢ MEL+TNF). Todavia, o rendimento de RNA total
de um esferoide tnico foi muito baixo e de mé qualidade, o que nos forcou a utilizar
um pool de 08 esferdides em cada grupo de tratamento e nos controles, para
atingirmos um rendimento de RNA total que viabilizasse os ensaios de real-time-
PCR. Acreditamos que, de certa forma, tal solucdo tenha sido responsavel pelo maior
grau de variacdo dos resultados de expressdo verificados com os esferdides seja com
uma, duas ou trés linhagens, onde tivemos que realizar ao menos 03 experimentos de
cinética para identificarmos um padrao reprodutivel de expressao.

Avaliando o perfil de expressdo nos cultivos tridimensionais, observamos
que, nos esferdides compostos por células B16F10, por BI6F10+MDMEC e pelas
trés linhagens de BI6F10+MDMECHIC-21, os genes Arhgef6, ifi202b, FIt]1 e Imp3
tiveram expressdo muito baixa ou inexistente. Apenas os genes Pard3 e Fabp4
apresentaram expressao relevante e foram analizados.

Nos cultivos tridimensionais, o gene Pard3 manteve o padrao de resposta aos

tratamentos semelhante a observada na cultura em monocamada, onde verificamos
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inibi¢do da expressdo pelo melfalano. Mas a magnitude da inibi¢do pareceu menor e
s0 foi modulada mais tardiamente, com efeito maximo ap6s 6 horas de exposicdo a
droga, ao passo que em monocamada a inibi¢do foi verificada mais precocemente,
em 3 horas. A manutencdo desse padrdo foi observada tanto nos esferdides de
B16F10, quanto nos BI6F10+MDMEC e contendo as trés linhagens. Acreditamos
que o retardo na modulagdo do gene Pard3 possa ser explicado tanto por
caracteristicas da estrutura tridimensional, quanto por caracteristicas intrinsecas das
células nestas condigdes de cultivo. A estrutura tridimensional ofereceria
naturalmente uma barreia a difusdo do quimioterdpico através de camadas celulares
mais profundas, ou reduziria a fragdo de células em crescimento e a proporcao de
células quiescentes, ou ainda diminuiria a sensibilidade a apoptose através de sinais
de sobrevivéncia mediados célula-célula (KERBEL et al. 1996; HERRMANN et al.
2008).

Em nivel de expressdao génica, GHOSH et al. (2005), avaliaram o perfil de
expressao em células de melanoma NAS, pela técnica de oligonucleotide microarray,
e identificaram que, nos cultivos 3D, 73 genes foram diferencialmente expressos,
quando comparados aos cutivos 2D, principalmente com hiperexpressdo dos genes
que codificam CXCL1, 2 e 3, IL-8, CCL20 e angiopoietin-like 4, que sdo descritos
com papel na progressdo do melanoma e desenvolvimento de metdstases. Em outra
publicagdo, FRANCIA et al. (2004) avaliaram que os niveis de mRNA e proteicos do
gene de reparo de DNA por mismatch PMS2 estavam diminuidos em esferdides de
carcinoma mamario murino EMT-6 quando comparados com as monocamadas,

conferindo maior resisténcia a drogas alquilantes de DNA como a cisplatina.
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Para o gene Fabp4, os cultivos tridimensionais apresentaram perfis de
expressao distintos, a depender das linhagens cultivadas. Nos esferdides compostos
por melanoma e nos compostos por melanoma e células endoteliais, observamos
aumento da expressdo do gene no tratamento com TNF, ao longo do tempo de
exposi¢do. Estando, portanto, em consonancia com os resultados de expressao
observados em monocamada para o melanoma e endotélio no meio suplementado
com SBF10%. Por outro lado, a cinética de expressdo de Fabp4 nos esferoides
compostos pelas 3 linhagens (melanoma, endotélio e macréfago) demonstrou um
perfil de inibi¢do da expressdo do gene entre 3 horas e 6 horas de tratamento com
TNF que se perdeu apds 12 horas. Interessantemente, um padrdo semelhante foi
observado apenas nos macrofagos tratados com TNF e, conforme discutido
anteriormente, nos melanomas tratados sob meio condicionado pelos macrofagos.
Com base nesses resultados, hipotetizamos que, na cocultura tridimensional, a
interagdo entre o melanoma e os macrofagos determine inibicdo do referido gene
durante o tratamento com TNF e que essa inibi¢@o seja atribuivel ao papel de fatores
e citocinas produzidas pelos macréfagos e interagdo desses com o melanoma.
Achamos menos provavel que esse achado, se deva exclusivamente uma mera
sobreposi¢do do perfil de expressdo dos macrofagos, frente ao das linhagens de
melanoma e endotélio, pois, morfologicamente, as coculturas tridimensionais,
estabelecidos apds 7 dias de cultivo, ndo apresentaram aparentemente um predominio
de macrofagos sobre as demais linhagens. Ademais, como dito, encontramos que as
células de melanoma, quando cultivadas em meio condicionado por macrdfago,
apresentam diminui¢do da expressdo de Fabp4. Assim sendo, no modelo de

microambiente tumoral, os macréfagos poderiam atuar inibindo Fabp4 nas células
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tumorais e, consequentemente, diminuir a atividade de PPARy e o efeito
antiproliferativo desse receptor sobre a célula tumoral, conferindo entdo maior
sobrevivéncia e resisténcia ao tratamento.

Avaliamos também a expressdo das proteinas dos genes Pard3 e Fabp4 nas
células em que a expressdo génica dos mesmos foi regulada, assim como procuramos
descrever se o comportamento da expressdo proteica segue a cinética observada nos
genes correlatos pela metodologia de imunofluorescéncia. Verificamos expressdao da
proteina PAR3 nas linhagens de melanoma e no endotélio e que, como o descrito na
expressdo génica, o tratamento com melfalano inibiu a expressio PARS3,
representada por diminui¢cdo do sinal de fluorescéncia. A redugdo de fluorescéncia
foi completa no melanoma tratado com melfalano em 6 horas e foi vista também no
endotélio, com menor intensidade da flourescéncia, embora a inibi¢do nao tenha sido
total. Para a proteina FABP4 verificamos uma expressdo basal com sinal de
fluorescéncia no melanoma e nos macrdfagos. Entretanto, a modificacio da
fluorescéncia foi menos Obvia apds exposi¢do ao tratamento com TNF. Embora, o
TNF tenha aumentando a expressdo génica de Fabp4 consideravelmente, em nivel
proteico promoveu apenas um discreto aumento nas células de melanoma apds 12
horas de exposi¢do. Nos macrdéfagos, vimos que TNF inibiu a expressdo de Fabp4,
no entanto houve pequena reducdo da expressao da proteina FABP4 nos macréfagos.

Por fim, uma vez constatada a expressdo proteica de PAR3 ¢ FABP4 em
melanomas, propusemos avalid-las como alvos terapéuticos utilizando moléculas
agonistas ou inibidoras. Nao encontramos moléculas que interagissem com PAR3
comercialmente disponiveis, mas sim um inibidor de FABP4, o bifenilazol-

oxiacetato, que atua como potente inibidor de FABP4 em adipocitos. Ao
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reproduzirmos os ensaios de citotoxicidade em células de melanoma utilizando esse
inibidor, verificamos que, em 24 horas de exposi¢do, quando comparadas com os
controles sem tratamento, doses < 200nM aparentaram proporcionar estimulo a
proliferacdo, representado pelo maior nimero de células vidveis, e que na dose 2 nM
a proporcao de células vidveis foi maior, atingindo significancia estatistica (p<0,05).
Esses resultados sdo compativeis com a atividade de FABP4 nas células neoplésicas,
onde a expressao dessa proteina, ativando PPARYy, inibe a proliferagdo celular. Assim
sendo, a inibicdo de FABP4, com menor atividade de PPARy, estimularia a
proliferacao celular (MAKOWSKI et al. 2005; GILLILAN et al. 2007; SZANTO et
al. 2010).

Curiosamente, a dose de 2000nM pareceu exercer efeito citotoxico, com
menor numero de células vidveis, embora sem significado estatistico em 24 horas.
Descreve-se, que a ativacdo de FABP4/PPARY, além dos efeitos antiproliferativos
nas células tumorais, exerce papel importante na atividade fisiologica celular,
relacionando-se com os processos de adipogénese e homeostease da glicose (AYERS
et al. 2007). Nesse contexto, acreditamos que a inibicdo de crescimento celular
verificada com doses muito elevadas do inibidor de FABP4 poderia desencadear um
desequilibrio da homeostase celular, acarretando tal efeito.

Considerando os resultados obtidos, acreditamos que FABP4 e PAR3 sao
alvos promissores no tratamento do céancer. A realizagdo de experimentos
envolvendo a manipulacdo da atividade de FABP4 em células neoplasicas humanas,
comprovando a capacidade de agonistas dessa proteina em produzir efeito anti-
proliferativo tumoral, poderiam oferecer novos recursos terapéuticos ao tratamento

do cancer. Mas ainda vemos como uma estratégia interessante a avaliagdo de



145

tratamentos envolvendo a associagdo de inibidores de FABP4 com drogas
citotoxicas, visto que poderiam demonstrar efeito sinérgico entre eles, onde a
inibicdo de FABP estimularia a proliferagdo de células tumorais e as tornariam mais
susceptiveis aos efeitos de quimioterdpicos que atuassem durante as fases de divis@o
celular.

Vimos também que o melfalano atua inibindo o gene Pard3, todavia esta ¢
uma droga com um perfil de toxicidade desfavoravel, tendo aplicabilidade clinica
restrita & algumas neoplasias hematoldgicas e na perfusdo isolada de membro.
Sabendo-se que PAR3 se relaciona com importantes vias do metabolismo, ligadas a
polarizagdo celular, formagdo de complexos juncionais e mecanismos de reparo de
DNA, drogas que atuassem por inibir a atividade dessa proteina poderiam trazer
efeitos importantes, bloqueando diversos processos de carcinogénese. Além disso, o
sucesso dessas drogas, aliadas a um melhor perfil de toxicidade, ampliariam o
arsenal de tratamento dos pacientes com cancer.

No campo da experimentacao basica, grande parte dos resultados gerados em
ensaios de avaliacdo do efeito citotoxico de drogas descritos atualmente na literatura
cientifica utiliza apenas a célula neoplasica como modelo de andlise. Nossos
resultados demonstraram que a interacdo das células tumorais com as células
endoteliais e macrofagos modificou substancialmente os padrdes de citotoxicidade
celular e de expressdo génica obtidos com os tratamentos propostos. Isto posto, a
exclusdo de células do microambiente tumoral dos ensaios de citotoxicidade, aos
moldes do que ¢ realizado atualmente, poderia resultar em conclusdes ndo realisticas
em relacdo ao efeito das drogas testadas in vitro. Acreditamos que isso responderia,

em parte, pelo frequente insucesso observado nos experimentos in vivo com algumas
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moléculas tidas inicialmente como promissoras nos experimentos in vitro. Nesse
sentido, consideramos que a aplicagdo de modelos que procurem representar o
microambiente tumoral torne-se mandatoéria, oferecendo assim resultados mais

consistentes e aplicaveis a pratica cientifica e clinica no campo da cancerologia.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do nosso trabalho confirmam que as drogas melfalano e TNF
exercem atividade antitumoral em linhagens de melanoma B16F10 e que parte desse
efeito ¢ potencializada ou minimizada pela interacdo da célula tumoral com os
demais componentes do microambiente tumoral, aqui representados pelas células
endoteliais e macréfagos.

Verificamos que os cultivos tridimensionais proporcionam um modelo
adequado para experimentacdo no melanoma, podendo replicar parcialmente as
interagdes celulares vistas no microambiente tumoral. Além disso, este modelo
parece se associar com maior resisténcia ao efeito citotoxico e antiproliferativo de
drogas, com papel potencial de fatores ligados a interagdo célula-célula, ou
secretados, uma vez que os meios condicionados também promoveram modificagdes
nas respostas citotoxicas e de expressao génica, nesse processo.

Confirmamos que os genes Pard3 e Fabp4 sofrem regulacdo de expressdo
pelos tratamentos com TNF e melfalano e que o tumor, o endotélio e os macrofagos
podem responder de maneira distinta a esses tratamentos, assim como, fatores
ligados ao tipo de cultivo (monocadama e tridimensional) e ao meio utilizado
(condicionado e suplementado com SBF10%) podem interferir diretamente na
expressao dos mesmos. Acreditamos que as proteinas e vias metabodlicas ligadas a
esses genes oferecem alvos terapéuticos promissores no tratamento do cancer e que

nossos resultados oferecem subsidios a aplicagdo dos mesmos em pesquisas futuras.
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Anexo 1 - Isolamento de células endoteliais derivadas de derme de camundongos

C57BL/6

Legenda: Trés camundongos C57BL/6 de 03 dias de vida sofreram eutanasia e foram retirados os
escalpos para isolamento de células endoteliais (MDMEC — murine dermal microvascular endothelial
cells). Apos processamento da suspensdo celular, utilizando-se o kit de separacdo imunomagnética
(EasySep), as células endoteliais foram isoladas.

Figura 1 - Em a) Células mDMEC primarias ap6s 03 dias de incubacdo (objetiva
40x); b) Apds 7 dias, demonstrando fenétipo fibroblastéide (objetiva 40x); ¢) Em 10

dias, células mantendo bom aspecto, com 80% de confluéncia. (objetiva 40x).



Anexo 2 - Avaliacdo da expressao do gene Nos3 por real-time PCR

ARn

a amostra em duplicata (total de 10ng de cDNA por reag@o).
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Legenda: Células endoteliais de camundongo (MDMEC) foram cultivadas, em meio DMEM
suplementado, em uma garrafa de cultura 150T e, ao atingirem confluéncia de 80%, procedida
extragdo de RNA com RNeasy mini Kit ® (Qiagen). Procedeu-se experimento de real-time PCR com

2.0

Figura 2 - Em a) Curva de amplificacao (amplification plot) onde se evidenciou a

expressdo do gene Nos3; Em b) Melting curve com caracteristicas adequadas de

dissociagao.
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Anexo 3 - Avaliacdo da expressdo imunohistoquimica de CD105 e fator de Von

Willebrand em células endoteliais

LabTek ® e cultivadas até confluéncia de 80%. Foi realizada fixa¢do com acetona e formalina a 10%
e realizada marcagdo imunoistoquimica para CD105 e fator de Von Willebrand.

Figura 3 - Em a) agregado de células endoteliais exibindo forte marcagio para o
anticorpo do fator de Von Willebrand (objetiva 40x); em b) observamos grupamento

de células endoteliais com marcagao moderada do anticorpo CD105 (objetiva 40x).
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Legenda. Células endoteliais imortalizadas de camundongo foram plaqueadas em oito pogos de uma
lamina LabTek® e cultivadas até confluéncia de 80%. Foi realizada fixagdo com acetona e formalina
a 10% e realizada marcagdo imunoistoquimica para CD105 e fator de Von Willebrand.

Figura 4 - Imunoistoquimica de células da 2° imortalizacdo. a) Fator von
Willenbrand (FvW) b) CD105 (Observa-se o reforco da marcagdo com padrio de

membrana). Aumento de 40x. Os insertos mostram os controles negativos.



Anexo 4 - Ensaio de tubulogénese

Legenda: Células endoteliais MDMEC imortalizadas com proteina E7 de HPV16 foram
ressuspendidas nas concentracdes 1,0x10° células, 5,0x10* células e 2,5x10* células em 400ul de
meio DMEM suplementado e plaqueadas em placa de 48 pogos, contendo Matrigel (BD) 300ul/pogo,
sendo plaqueados 4 pocos por concentragdo e, posteriormente, colocadas na incubadora CO, a 37°C
por 24 horas.

Figura 5 — Nas Figuras A, B e C demonstra-se a formacao tubulos na concentra¢ao
1,0x10° células apés 24 horas. Em A) observa-se a formacgdo de prolongamentos
celulares caracterizando tibulos (objetiva 10x); em B) detalhe dos tiibulos na
objetiva 40x; em C) agregados celulares tubulares na objetiva de 100x. Em D
demonstram-se a concentracao de 5,0)(104 células, que nao formou tabulos,

apenasgregados celulares esparsos (objetiva 10x).



Anexo 5 -Imunofluorescéncia de células endoteliais com anticorpo anti-CD31

0 ym 25

Legenda: Células MDMEC foram cultivadas no total de 3x10° células diluidas em 300pL de meio
DMEM suplementado e esse total distribuido para cada po¢o de uma placa Nunc ® de 04 pogos,
previamente preparada com laminulas de 15mm na base dos pogos. Apds 03 dias de incubagdo, as
células aderiram as laminulas e atingiram 80% de confluéncia. Apos fixa¢do com paraformaldeido 4%
e marcacdo com anticorpo anti-CD31-PE e com o marcador nuclear TO-PRO-3 foi realizada
imunofluorescéncia em microscopia confocal.

Figura 6 - Células MDMEC apresentando marcagdo positiva para o anticorpo anti-
CD31-PE em vermelho e marcagdo nuclear com TO-PRO-3 em azul (aumento de

400x).



Anexo 6 - Esferoides de células B16F10

Legenda: Foram utilizadas placas de 96 pocos de fundo chato preparadas com 100uL de agarose
LMP 1% por pogo. Células B16F10 foram plaqueadas emcada pogo, ressuspendidas em 150uL de
meio DMEM na concentragio de 3x10° células/pogo e deixadas na incubadora CO, a 5% por 07 dias.

Figura 7 — Representacao do cultivo de células B16F10 com formagao de esferoides
coesos apds 07 dias de incubacdo. Em A e B esferoides visualizados na objetiva de

10x em C esferoide na objetiva de 40x.



Anexo 7 - Esferoides de células endoteliais

Legenda: Células endoteliais MDMEC imortalizadas foram distribuidas na concentrago 3,0x10°
células por poco de uma placa micro NUNC ® de 60 pocos e colocadas em incubagdo por 3 dias.

Figura 8 - Em A, B ¢ C, representacdo em sequéncia de 03 pogos contendo

esferoides bem coesos de células endoteliais MDMEC imortalizadas (objetiva 40x).



Anexo 8 - Esferoides mistos de células B16F10, MDMEC e IC-21

Legenda: Células das linhagens B16F10 (melanoma), MDMEC (células endotelial) e IC-21
(macrofago murinho), foram distribuidas nos aros da tampa de uma placa de 96 pocos na

concentragio de 3x10° células ressuspendidas em 20puL de meio DMEM por pogo, obedecendo a
proporcionalidade entre cada uma das linhagens.

Figura 9 - Em a) evidencia-se a formagao de esferoide tinico e bem coeso contendo
as linhagens B16F10 e MDMEC (objetiva 10x); em b) esferoide composto pelas trés
linhagens estudadas: B16F10, MDMEC e IC-21(objetiva 10x). Note-se a

heterogeneidade das células que compdem os esferdides.



Anexo 9 - Avaliacdo morfo-histologica dos esferoides

Apos preparagcdo das laminas de HE, constatou-se que uma consideravel
proporcao dos esferdides de B16F10 sofreu fragmentagdo durante o processo de
fixacdo e preparo da coloragdo. Nos esferdides que nao se fragmentaram observou-
se que a cultura tridimensional da linhagem B16F10 compde-se de duas regides.
Uma camada periférica formada por células de citoplasma basofilico e irregular e
uma regido central, correspondendo a um material de aspecto necrético, formada por
debris celulares. As estruturas apresentaram semelhanga com que ¢ observado nas
amostras in vivo de tumores malignos, onde comumente encontramos uma regiao
periférica formada por células vidveis e uma central predominantemente necrotica.

Ao contrario do que foi observado para os esferdides contendo apenas uma
linhagem, poucos esferdides BI6F10-MDMEC se fragmentaram durante a fixagao,
aparentando serem mais coesos. O mesmo se aplicou para os esferdides contendo
trés linhagens. Aos moldes do que foi visto para a linhagem B16F10, os esferdides
B16F10+MDMEC eram compostos de duas regides; uma periférica formada por
camadas de células de citoplasma irregular e outra central de aspecto necrético; mas,
na camada periférica, duas populagdes de células foram observadas: uma com
citoplasma basofilico e outra de citoplasma mais eosinofilico. Houve, também, a
formacao de estruturas semelhante a microvasos nas camadas de células periféricas
de alguns esferdides, sugerindo, uma diferenciacao das células endoteliais MDMEC
em estruturas vasculares.

Analisando as caracteristicas da cocultura tridimensional composta pelas 03
linhagens, os esferdides mantiveram-se coesos, sem ou com minima fragmentacao e

também com a presenca de duas regides; uma periférica celular e outra central



necrotica. Quanto a caracteristica das células viaveis periféricas, visualizou-se a
presenga de estruturas capilariformes em alguns dos esferdides obtidos, assim como
a presenca de células com prolongamentos citoplasmaticos intercelulares e repletos
de melanina, sugerindo melanofagos (macréfagos).
TSR
a - c 9 ‘"u 4] ’
r o’
-y . 4‘ ’ (
~ e . ’ S
& A SN
- ’ o

: S . i
Legenda: Células B16F10 foram cultivadas em placas 96 pogos preparadas com agarose LMP 1%
para estabelecimento de esferdides (culturas tridimensionais). Foi realizada fixagdo dos esferdides
B16F10 com PFA4%, parafinizagdo e, posteriormente, preparagdo de laminas de histoquimica
coradas com hematoxilina e eosina.

Figura 10 - Sequéncia de imagens demonstrando esferdides da linhagem B16F10.
Em a) observamos um conjunto de esferdides, com fragmentacdo de alguns deles
(objetiva 4x); em b) e ¢) esferoide intacto em meio a fragmentos de esferoides.
Nota-se que a cultura tridimensional é composta por uma camada periférica de
c€lulas com forma irregular ¢ um centro de células dispersas, sugerindo necrose
(objetiva 10x e 40x) e em d) detalhe do esferoide com melhor caracterizacdo da
camada periférica, formada por células agregadas de citoplasma irregular € com o

centro necrético, contendo debris celulares (objetiva 100x).
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Legenda: Células B16F10 e MDMEC foram cultivadas em placas 96 pogos preparadas com agarose
LMP 1%, sendo plaqueadas pela metodologia da gota invertida num total de 3x10° células por pogo,
para estabelecimento de esferdides (culturas tridimensionais), e colocadas em incubacdo em CO, a
5%. Apos 07 dias de incubagdo, os esferdides formados foram transferidos para tubos eppendorf
1,7mL, seguindo-se as etapas de fixagdo com PFA4%, parafinizagdo e posteriormente preparagdo de
laminas de histoquimica coradas com hematoxilina e eosina.

Figura 11 - Em a) observam-se um conjunto de esferdides B16F10-MDMEC
(objetiva 4x); em b) detalhe de um esferoide, evidenciando-se 02 zonas celulares;
uma periférica celular e outra central, aparentemente necrética (objetiva 10x); em c)
esferoide em maior aumento com detalhamento da camada de células periféricas,
revelando citoplasmas irregulares e basofilicos e uma regido central composta por
debris celulares e ntcleos picnodticos compativel com necrose (objetiva 40x); e em d)
detalhamento da camada periférica celular com evidencia de estrutura capilariforme
composta por duas células com prolongamentos citoplasmaticos interligados e de

morfologia distinta dos demais tipos celulares.
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Legenda: Células de melanoma B16F10, células endoteliais (MDMEC) e macrofagos (IC-21) foram
cultivadas em placas 96 pogos preparadas com agarose LMP 1%, sendo plaqueadas pela metodologia
da gota invertida num total de 3x10° células por pogo, para estabelecimento de esferdides (culturas
tridimensionais), e colocadas em incubagdo em CO, a 5%. Apos 07 dias de incubagio, os esferdides
formados foram transferidos para tubos eppendorf 1,7mL, seguindo-se as etapas de fixagdo com
PFA4%, parafinizacdo e posteriormente preparagdo de ldminas de histoquimica coradas com
hematoxilina e eosina.

Figura 12 - Em a) observam-se um conjunto de esferéides B16F10-MDMEC-IC-21
(objetiva 4x); em b) detalhe de um grupo de esferdides, evidenciando-se 02 zonas
celulares; uma periférica celular e outra central, aparentemente necrotica (objetiva
10x); em ¢) o detalhamento da camada de células periféricas, composta por células
com citoplasmas irregulares e basofilicos e, na ponta da seta, estrutura capilariforme,
formada por células de nucleo achatado e citoplasma delgado com prolongamentos
intercelulares (objetiva 40x); e em d) grupo de setas demonstrando células com
prolongamentos  citoplasmaticos  intercelulares, repletas de  pigmento

intracitoplasmatico (melanina), sugerindo melanéfagos (macréfagos).



Anexo 10 - Padroniza¢do da dose de doxorrubicina para os ensaios de citotoxicidade
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Legenda: Foram utilizadas placas 96 pocos fundo chato e plaqueadas células B16F10 na concentragio
3x10° células por pogo. Apés 06 horas, adicionou-se meio DMEM contendo doxorrubicina nas
concentragoes 0,5pg/mL e 1,0ug/mL e observou-se a atividade citotoxica pelo método do MTT apos
24horas e 48 horas. C = grupo controle (B16F10) sem tratamento; Doxo 0,5 = doxorrubicina na
concentragdo 0,5ug/mL; Doxo 1,0 = doxorrubicina na concentragdo 1,0ug/mL;; ***=p<0,001. O
grafico representa o resultado de 03 ensaios. A percentagem de células vivas foi estimada pela razdo
entre a absorbancia obtida nas amostras dos grupos de tratamento ¢ a absorbancia das amostras
controle.

Figura 13 — Representacdo grafica da atividade citotoxica em ambas as

concentragdes de doxorrubicina, quando comparadas com o controle ap6s 48 horas.



Anexo 11 - Padronizagdo das doses de melfalano e TNF-alpha
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Legenda: Células B16F10 foram cultivadas numa placa 96 pogos de fundo chato na concentragio
3,0x10° células/pogo e em sextuplicata para cada grupo de tratamento. O grafico representa o
resultado de 3 ensaios. C = grupo controle; M1 = melfalano 36,9uM; M2 = melfalano 18,5uM; M3 =
melfalano 12,3uM; T10 = TNF-alpha 10ng/mL; T100 = TNF-alpha 100ng/mL; D = doxorrubicina
1,0ug/mL; *=p<0,05; **=p<0,01; ***= p<0,001. Os tratamentos foram comparados com o grupo
controle (sem tratamento). A percentagem de células vivas foi estimada pela razdo entre a absorbancia
obtida nas amostras dos grupos de tratamento e a absorbancia das amostras controle.

Figura 14 - Observa-se atividade citotoxica importante e significativa com as doses

M1, T100 e a combinagdo de ambas.
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Legenda: Células B16F10 foram cultivadas numa placa 96 pogos fundo chato na concentracio 3x10°
células/pogo e em sextuplicata para cada grupo de tratamento. O grafico representa o resultado de 02
ensaios. A percentagem de células vivas foi estimada pela razdo entre a absorbancia obtida nas
amostras dos grupos de tratamento e a absorbancia das amostras controle. C = grupo controle; M1 =
melfalano 3690uM; M2 = melfalano 369uM; M3 = melfalano 36,9uM; M4 = melfalano 3,69uM; M5
= melfalano 0,369uM; T1 = TNF-alpha 1000ng/mL; T2 = TNF-alpha 100ng/mL; T3 = TNF-alpha
10ng/mL; T4 = TNF-alpha 01ng/mL; *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001.

Figura 15 - Ensaio de citotoxicidade em células BI6F10 com doses escalonadas de
melfalano e TNF-alpha. Observa-se que apenas doses iguais ou superiores a
melfalano 36,9uM e TNF-alpha 100ng/mL apresentam atividade citotoxica

significativa.



