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RESUMO

O melanoma maligno € um tumor de baixa incidéncia, mas de alta letalidade entre
0S pacientes, especialmente por suas caracteristicas agressividade e capacidade
metastatica. A metastase cerebral, apesar de ndo estar entre as mais diagnosticadas, esta
presente em 70% das autdpsias de melanoma. O melanoma é significativamente resistente
aos tratamentos existentes na clinica, resultando em altos indices de recidivas. A busca
por novas abordagens terapéuticas, bem como o desenvolvimento de um modelo in vitro
para o estudo da metastase cerebral de melanoma, foram os objetivos propostos por esse
trabalho. A importancia do microambiente foi validada pela modulagéo diferencial que
as células cerebrais corticais mistas e os astrocitos isolados promoveram no perfil de
expressao dos fatores de transcricdo (MITF e BRN2) controladores do processo
metastatico, em trés linhagens de melanoma. Enquanto os astrocitos foram responsaveis
pela reducdo do MITF, as células mistas aumentaram a expressdo do BRN2, o qual é um
dos principais reguladores da expressdao do MITF. Por outro lado, fatores solUveis
astrocitarios induziram significativamente processos como proliferacdo e migragédo
tumoral nas trés linhagens de melanoma, mais do que as células mistas, também
seletivamente. Em paralelo, o derivado imidazacridinico ACO5 foi citototdxico contra a
linhagem UACC62 (ICso = 28,29 + 0,6uM), in vitro, além de induzir a expressao de
supressores tumorais, como PAR-4 e BID. Em um modelo de xenoenxerto, o AC05
promoveu uma reducéo significativa de 82% no peso tumoral e de 55% no volume
tumoral, gerando ainda a formagé&o de areas de morte celular. O tratamento com ACO5 no
modelo de metéstase cerebral de melanoma ainda mostrou a reducdo de marcador
proliferativo KI67 e translocacdo do supressor tumoral PAR-4 dentro da célula de
melanoma para sua forma ativa. Assim, mostrou-se o desenvolvimento de um novo
derivado imidazacridinico com promissora atividade antitumoral, bem como um modelo
para o estudo do fendmeno da metastase cerebral de melanoma in vitro como nova

ferramenta terapéutica.

Palavras-chave: BRN2. Cancer de pele. Imidazacridinas. Inovacéo terapéutica. MITF.



ABSTRACT

Malignant melanoma is a low incidence, but highly lethal tumor, among patients,
especially because of its aggressiveness and metastatic capacity. Brain metastases,
although not among the most diagnosed, it is present in 70% of melanoma autopsies.
Melanoma is significantly resistant to the existing treatments in the clinic, resulting in
high relapse levels. The search for new therapeutic approaches, as well as the
development of an in vitro model for the study of melanoma brain metastasis, were the
goals proposed by this work. The importance of the microenvironment was validated by
the differential modulation that mixed cortical brain cells and isolated astrocytes
promoted in the expression profile of the transcription factors (MITF and BRN2)
controlling the metastatic process in three melanoma lineages. While astrocytes were
responsible for the reduction of MITF, mixed cells increased the expression of BRN2,
which is one of the major regulators of MITF expression. On the other hand, astrocytic
soluble factors significantly induced processes such as tumor proliferation and migration
in the three melanoma lineages, more than mixed cells did, also selectively. In parallel,
the ACO5 imidazacridine derivative was cytotoxic against UACC62 (ICso = 28,29 £
0,6pM), in vitro, in addition to enhancing the expression of tumor suppressors, such as
PAR-4 and BID, preliminarily. Furthermore, in a xenograft model, AC05 promoted a
significant reduction of 82% in tumor weight and 55% in tumor volume, also generating
the formation of cell death areas. ACO5 treatment in the melanoma brain metastasis model
still showed a decrease of KI67 proliferative marker and cellular translocation of PAR-4
tumor suppressor within the melanoma cell to its active form. Therefore, the development
of a new imidazacridine derivative with promising antineoplasic activity was
demonstrated, as well as a model for the study of the phenomenon of melanoma brain

metastasis in vitro as a new therapeutic tool.

Keywords: BRN2. Skin cancer. Imidazacridines. Therapeutic innovation. MITF.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento da populacdo mundial, aliado a diversos fatores de riscos como ma
alimentacdo, tabagismo, sedentarismo, excesso de peso e aumento da exposicdo a luz
ultravioleta, tém ocasionado o aumento da incidéncia de doencas cronicas (COCKERHAM,;
HAMBY; OATES, 2017; TU et al., 2018). Dentre tais doencas, o cancer se destaca pela alta
mortalidade e reducdo da qualidade de vida dos pacientes, especialmente nos paises menos
desenvolvidos, devido ao menor acesso a diagnosticos em tempo habil e prevaléncia de
tratamentos pouco eficientes, com baixa seletividade e alta incidéncia de efeitos colaterais
(MACHIELA; CHANOCK, 2017).

O tumor primario pode ser definido como a massa tumoral presente no sitio inicial, onde
alteracGes genéticas e/ou epigenéticas promovem a conversdao de células normais em
cancerigenas, as quais se caracterizam principalmente pela desordem dos processos de
proliferacdo e crescimento (DE GROOT et al., 2017; JOYCE; POLLARD, 2009; SCENEAY,;
SMYTH; MOLLER, 2013). Com a progressdo do tumor no sitio primario, as células mais
agressivas, com feno6tipo metastatico, se responsabilizam pela disseminacdo e invasdo para

outros tecidos.

A busca pelo 6rgédo secundario ainda ndo € completamente entendida, mas os estudos e
resultados das Ultimas décadas sdo baseados na Teoria “Seed and Soil”, proposta por Stephen
Paget em 1889 (RIBATTI; MANGIALARDI; VACCA, 2006). Segundo Paget, o tumor
primario tem drgdos secundarios pré-escolhidos de acordo com caracteristicas moleculares e
celulares especificas, onde o principal regulador do processo metastatico € o microambiente
(AMELOQOT etal., 2017; STEPHEN, 1889). Dessa forma, a preparacao do nicho pré-metastatico
para a chegada das células tumorais, através da secrecdo de fatores reguladores, faz-se essencial
para que o estabelecimento da metéastase ocorra com sucesso (DE GROOT et al., 2017,
SCENEAY; SMYTH; MOLLER, 2013; SLEEMAN, 2012).

A metastase cerebral ocorre em aproximadamente 20 a 40% dos pacientes
diagnosticados com cancer (SEOANE; DE MATTOS-ARRUDA, 2014) e os tumores primarios
gue mais evoluem para metastase cerebral sdo os pulmonares, mamarios e melanomas, em
ordem de maior incidéncia respectivamente, seguidos ainda dos linfomas, dos gastrintestinais
e dos tumores de préstata (CAGNEY et al., 2017; HANIBUCHI et al., 2014). O controle da
metastase cerebral € um grande desafio clinico devido a sua associacdo a baixos progndsticos
e prejuizos neuroldgicos, além do reduzido tempo de sobrevida para os paciente (JANDIAL,
2017; STELZER, 2013).
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Dentre os tumores primarios que metastizam no cérebro, 0 melanoma é um dos mais
agressivos. Apesar de apresentar baixa incidéncia como tumor primario e a metastase cerebral
ser diagnosticada em cerca de 45% dos casos, nas autopsias cerca de 70% dos pacientes
apresentam metéstase no cérebro (WESTPHAL; OLIVA; NIESSNER, 2017). A alta
heterogeneidade celular do melanoma, até mesmo intratumoral, se reflete diretamente nos
frequentes casos de recidiva, na resisténcia a terapéutica disponivel, na selecao das células mais
resistentes na progressdo metastatica e, consequentemente, em altos indices de letalidade.
(DRE, 2014; KIRCHER et al., 2016).

Entende-se entdo que a busca por novas abordagens terapéuticas para o tratamento do
melanoma deve ser paralela a estudos para um maior entendimento do comportamento
agressivo desse tumor. Estudos recentes com derivados de tiazolidinas e imidazacridinas tém
sido apresentados como bastante promissores no contexto da atividade antineoplasica contra
linhagens de cancer de mama, o que despertou o interesse sobre seu efeito contra 0 melanoma,
dado o nicho pré-metastatico e a agressividade em comum entre ambos os tumores (BARROS
etal., 2012; DA ROCHA PITTA et al., 2013; LAFAYETTE et al., 2013).

A consequente progressdo de metdstase do melanoma para o cérebro precisa ser
igualmente estudada, a fim de se compreender quais interacdes diretas e/ou indiretas regem o
estabelecimento deste processo e, que possam assim, ser utilizadas como ferramentas
terapéuticas e de diagnostico. O desenvolvimento de um modelo in vitro de metéstase cerebral
de melanoma poderia auxiliar as pesquisas de forma controlada e reprodutivel para o adequado
estudo deste tema tdo complexo, seja no ambito do estabelecimento da metéastase em si, seja na

constante busca por tratamentos mais eficazes, sendo este entdo o proposito do presente estudo.

11  OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Estabelecer um modelo in vitro para o estudo do microambiente do nicho pré-
metastatico e da metastase cerebral de melanoma e investigar a atividade antitumoral do

derivado imidazacridinico ACO05 contra o melanoma.
1.1.2 Objetivos Especificos

» Caracterizar o microambiente do cérebro como nicho pré-metastatico do melanoma em
uma cultura de células cerebrais corticais mista, em relacdo aos seus componentes celulares e

expressdo de supressores tumorais;
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> Caracterizar o microambiente metastatico frente as interagdes intercelulares diretas
entre células de melanoma e células cerebrais mistas ou astrocitos isolados, através de

marcadores especificos;

> Analisar os efeitos de fatores soltveis oriundos de melanoma maligno sobre o nicho
pré-metastatico e sobre astrocitos isolados, em relacédo a capacidade proliferativa dessas células

e a expressdo de fatores de transcrigdo de melanoma;

> Analisar os efeitos de fatores soltveis oriundos do nicho pré-metastatico cerebral sobre
a proliferacdo e migracdo de células de melanoma maligno, bem como sobre a expressdo de
marcadores celulares;

> Analisar a atividade anti-tumoral do derivado imidazacridinico ACO5 frente a linhagens
de melanoma maligno in vitro e in vivo;

» Analisar o efeito in vitro do AC05 no modelo de metastase cerebral de melanoma.

1.2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Os dados epidemiologicos mostram que apesar do melanoma néo estar entre os tipos de
tumores mais incidentes, 0 mesmo é responsavel por altos indices de mortalidade dada sua
intrinseca agressividade e resisténcia terapéutica. Paralelamente as recidivas pela ndo eficiéncia
dos tratamentos disponiveis, a metastase se estabelece progressivamente, reduzindo cada vez
mais as chances de sobrevivéncia e a qualidade de vida dos pacientes. A metastase cerebral, por
sua vez, apesar de também ndo pertencer aos altos indices estatisticos, tem seu diagnéstico
muitas vezes ndo consolidado ou ndo reage mais a nenhum tratamento, mesmo entre 0s mais

modernos.

A necessidade da constante busca por novas abordagens terapéuticas de forma a
minimizar os efeitos colaterais existentes atualmente, garantindo uma melhor qualidade de vida
aos pacientes, bem como reduzir o avanco da agressividade dos tumores e o estabelecimento
do processo metastatico estdo entre os problemas mais urgentes a serem resolvidos na questdo
do cancer. Mas para se desenvolver novas terapias é necessario entender como cada processo
metastatico se desenvolve, quais as principais interacdes celulares e moleculares ocorrem e

como podem ser utilizadas em favor do tratamento.

O papel dos astrocitos no estabelecimento da metastase cerebral tem sido estudado de
forma majoritariamente isolada. Entretanto, entende-se que a influéncia do microambiente para

a progressdo e invasao tumoral deve ser estudada em conjunto, posto que os resultados
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encontrados em estudos de interacdes com isolamento de células podem nédo refletir o que
ocorre no ambiente onde todas as células estdo presentes e convivendo e dependendo de

inimeras outras interacdes paralelas.

Diante de dois problemas de tanta importancia, o presente trabalho tem como hipotese
gue o estabelecimento do modelo in vitro aqui proposto para o estudo da metastase cerebral de
melanoma € capaz de mimetizar as interacdes celulares de forma mais real do que modelos que
utilizam células isoladas, onde nédo é possivel analisar o efeito do microambiente como um todo.
Ao mesmo tempo em que também se acredita que o derivado imidazacridinico AC05 tem

potencial de atividade antitumoral contra linhagens de melanoma, in vitro e in vivo.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 MELANOMA

O céncer de pele é um dos tumores mais frequentes na populacdo brasileira e possui
dois tipos de apresentacdo, 0 melanoma e o ndo-melanoma. Este Ultimo se subdivide em outros
dois subgrupos, o carcinoma de células basais e o carcinoma de células escamosas. O
melanoma, por sua vez, ¢ uma neoplasia maligna, com origem em células embrionarias, a partir
da transformacéo de melandcitos (INGRAFFEA, 2013; JAIMES; MARGHOOB, 2013).

Embora o cancer de pele se apresente como o mais frequente no Brasil, 0 melanoma tem
baixa incidéncia, especialmente quando comparado com tumores como préstata € mama
(INCA, 2017). Entretanto, sua baixa incidéncia ndo ofusca suas altas taxas de letalidade, devido
a agressividade das suas células metastaticas e sua alta resisténcia a terapéutica disponivel, com
frequentes recidivas (INCA, 2017).

A pele apresenta como uma de suas principais funcdes a de ser a primeira frente de
defesa do organismo (LIN; FISHER, 2007). Assim, a primeira camada é formada
essencialmente por uma rede de queratindcitos, células que compbem o epitélio estratificado
pavimentoso, responsaveis pela producdo da queratina para as unhas e cabelos, e que estdo
diretamente interconectadas com os melandcitos e as células inflamatérias (ELSHOLZ et al.,
2014). Séo os queratindcitos que controlam o crescimento e desenvolvimento dos melanécitos
no microambiente da pele, tanto através de interacdes intercelulares (HAASS; HERLYN,
2005), como por sinalizacdo paracrina (HAASS; HERLYN, 2005; HACHIYA et al., 2004;
MOREIRAS et al., 2019).

Os melandcitos, por sua vez, sdo responsaveis pela producdo de um pigmento protéico
marrom-escuro, a melanina (LIN; FISHER, 2007). Esta proteina € produzida e armazenada em
granulos denominados melanossomos, vesiculas especiais parecidas com lisossomos e
produzidas pelo Complexo de Golgi (RAPOSO; MARKS, 2007). Quando os melanossomos
ficam completamente cheios de melanina sdo entdo transportados para os queratindcitos,
localizando-se especificamente em torno do ndcleo destas células (BOISSY, 2003; MORT;
JACKSON; PATTON, 2015). A finalidade é que a melanina produzida pelos melandcitos
proteja 0 DNA presente nos queratinécitos dos danos causados pela radiacdo ultravioleta (UV)
(KANAVY HE; GERSTENBLITH MR., 2011).

A derme, camada logo abaixo da epiderme, apresenta terminacGes nervosas,
fibroblastos, foliculos capilares, glandulas sudoriparas, além de outras estruturas teciduais. As

camadas da epiderme e da derme sdo separadas pela membrana basal, onde os melandcitos
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ficam ancorados e em contato direto com cerca de 30 a 40 queratindcitos através de longas
extensdes dendriticas (WANG; FUKUNAGA-KALABIS; HERLYN, 2016) (Figura 1).
Figura 1 — Principais componentes celulares da epiderme e da derme. Melandcito ancorado na membrana

basal, em contato com grande nimero de queratindcitos através das extensdes dendriticas para transferéncia dos
melanossomos produzidos no Complexo de Golgi.

Queratindcito

I~ Epiderme
Melanossomos 0 =
S
Complexo de Golgi
Nucleo do melandcito
Membrana basal
— Derme

Fonte: Adaptado de http://www.genomasur.com/BCH/BCH_libro/capitulo_07.htm.

A derme de um individuo adulto contém ainda células pluripotentes, muito parecidas
com as células-tronco da crista neural, as quais sdo as responsaveis pela formacdo dos
melandcitos durante o desenvolvimento embrionario. Inimeros estudos tém demonstrado que
as células de melanoma séo mais parecidas fenotipicamente com células pluripotentes similares
as células-tronco da crista neural, como por exemplo as células-tronco neurais (NSCs: do inglés
Neural Stem Cells), do que com os melanécitos. As semelhangas incluem caracteristicas
especialmente de comportamento celular, como capacidade migratoria e expressao de
marcadores de superficie de membrana (FUKUNAGA-KALABIS et al., 2015). Por outro lado,
a maioria das células de melanoma s&o indiferentes aos sinais de diferenciacéo, o que reflete na
capacidade de proliferacdo, metastase e resisténcia as terapias (WANG; FUKUNAGA-
KALABIS; HERLYN, 2016).

2.1.1 Epidemiologia do melanoma

A ultima publicacdo da Globocan (IARC; do inglés: International Agency for Research
on Cancer — Organizacdao Mundial de Saude) mostra que a incidéncia mundial do melanoma

permanece relativamente baixa, quando comparada a de outros tumores (STEWART; WILD,
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2014). Em dados mais recentes, mas ainda ndo compilados, a IARC estimou as taxas de
incidéncia e mortalidade do melanoma no mundo, onde apesar de ndo apresentar taxas téo
significativas quanto as de tumores das vias respiratorias, mama, colorretais, entre outros, é o
tipo de cancer de pele mais agressivo e com taxas mais elevadas de letalidade (FERLAY et al.,
2015) (Figura 2). De forma geral, 0 melanoma € mais comum em individuos caucasianos, em
relacdo a populacdo negra (Figura 2a, 2b), e mais frequente em homens do que mulheres (Figura
2c) (BANDARCHI et al., 2010; RAGER; BRIDGEFORD; OLLILA, 2005).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), a incidéncia do melanoma como tumor
primario no Brasil também € considerada baixa, como é possivel observar na Figura 3, em
comparagao com 0s outros canceres primarios (2.920 mil casos em homens e 3.340 novos casos
em mulheres; a cada 100 mil), invertendo a incidéncia entre os sexos, quando comparado com
os dados mundiais (INCA, 2017). Para o estado de Pernambuco, as proporc¢des da incidéncia
do melanoma também seguem o perfil epidemiol6gico do Brasil, com nimeros um pouco

superior para as mulheres em relagdo aos homens (Figura 4).

Apesar de estudos recentes na gendémica do melanoma corroborarem que a principal
causa é a exposicdo a radiacdao UV (HODIS et al., 2012), o INCA destaca a existéncia de outros
importantes fatores de risco. Pessoas com historico familiar de melanoma possuem aumento de
chance de desenvolver esse tumor especifico, pois a predisposicdo genética e a consequente
presenca de oncogenes sdo importantes fatores de risco para a melanogénese (HODIS et al.,
2012).

Figura 2 — Estimativas Globocan, 2018. (a) Em azul a incidéncia de melanoma na popula¢do mundial, mais

prevalente em paises com etnia caucasiana; (b) Em vermelho, os nimeros relacionados a mortalidade causada pelo
melanoma; (c) Incidéncia do melanoma em homens e mulheres, por continente.
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Figura 3 — Estimativas INCA, 2018. Estimativas para 0 ano de 2018 da incidéncia por 100 mil habitantes e do
ntmero de casos novos de cancer, segundo sexo e localizagdo primaria (*ntimeros arredondados para maltiplos de
10). Em destaque, os casos de melanoma.
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Figura 4 — Estimativas INCA para o Estado de Pernambuco, 2018. Taxas brutas de incidéncia estimadas para
2018 por 100 mil habitantes, por sexo, segundo Estado e capital (Pernambuco e Recife). Em destaque, os casos de
melanoma.
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2.1.2 Fisiopatologia do melanoma

Dentro do cenario de habitos culturais, sociais e geograficos, com associada exposi¢ao
a luz solar, as lesbes mais comuns ocorrem nas bochechas, pescoco, bragos e méos, tanto para
homens como para mulheres, e sdo quase sempre relacionadas a exposi¢ao cronica ao Sol e
intermitente radiacdo UV, mesmo artificial (CHANG et al., 2009; INGRAFFEA, 2013;
RAGER; BRIDGEFORD; OLLILA, 2005). A radiagdo UV pode causar prejuizos diretamente
através da UVB (280-315nm), a qual, apesar de ser bem menos abundante por ser parcialmente
retida pela camada de ozonio, é especificamente absorvida pelo DNA humano (BENNETT,
2008; BUDDEN; BOWDEN, 2013).

Por outro lado, a radiagdo UVA (315-400nm) também pode ser prejudicial, mas
indiretamente, pois apesar de ser absorvida dez vezes menos que a UVB, essa radiagcdo age
gerando espécies reativas de oxigénio que podem induzir danos ao DNA (KARRAN; BREM,
2016; PATTISON; RAHMANTO; DAVIES, 2012). Kamenisch et al., também demonstraram
que a radiagdo UVA modifica o metabolismo interno dos melandcitos, resultando no aumento
da expressdo de metaloproteinases de matriz extracelular (MMP; do inglés: Matrix
Metalloproteinases) e, consequentemente, no potencial invasivo destas células, caracterizando
0s eventos iniciais da metastase (KAMENISCH et al., 2016). E importante salientar que a
radiacdo UVC (100-280nm) é a mais toxica, porém € retida pela camada de oz6nio, ndo
havendo relacdo com as causas do melanoma (BUDDEN; BOWDEN, 2013).

Outra possivel origem dos melanomas € o fato de que a propria sintese de melanina
pelos melandcitos resulta na producdo de espécies reativas de oxigénio, capazes de interagir
com o DNA e iniciar o processo tumoral (KABIR et al., 2015). Portanto, a manutencao da
maquinaria de reparo do DNA também deve estar em perfeito funcionamento para a prevencéao

da tumorigénese.

A maioria dos melanomas associa-se com mutagdes espontaneas em genes supressores
de tumor (TP53 e PTEN), reguladores de apoptose (Bcl-2 e AKT), bem como membros de vias
proliferativas RAS/RAF (ZAIDI; DAY; MERLINO, 2008). Dessa forma, as familias de genes
mais estudadas para 0 melanoma sdo a superfamilia Ras e a superfamilia de proteinas-quinase
(CICENAS et al., 2017). Essas familias, além de gerarem mutagfes genéticas nos melandcitos,
também influenciam geneticamente os fen6tipos do sistema imune que tenta responder a essas
mutacdes (TOMEI et al., 2015).

Na familia de proteinas-quinase, o gene BRAF codifica a proteina B-raf, também

conhecida como proteina quinase serina/treonina, a qual esta envolvida na comunicacdo do
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espaco extracelular para o citoplasma, através de vias de sinalizacdo que controlam o
crescimento celular. A mutacdo do gene BRAF é uma das mais frequentes no melanoma, onde
apenas uma simples alteracdo genética € associada a 50% dos casos de tumor primario, além de
indicar baixo progndstico por ser presenca obrigatdria nos casos de metéstases (DAVIES et al.,
2002; SAFAEE ARDEKANI et al., 2012; SPAGNOLO et al., 2015).

A mutacdo em BRAF no inicio da transformacgdo celular € um classico exemplo da
senescéncia induzida por oncogenes. Esta alteracdo é uma tentativa de evitar a progressao
maligna induzindo o arrasto do ciclo celular e que, do ponto de vista molecular, resulta na
substituicdo da valina pelo &cido glutdmico na posi¢do 600, por isso ele também é referenciado
como BRAFV6%E (ABILDGAARD; GULDBERG, 2015) (Figura 5).

Figura 5 —Modelo de transformacéo de melanécitos em células de melanoma devido a alteragdes gendmicas.
O oncogene BRAF induz a senescéncia em melandcitos, levando a formagdo do nevos (item 2.1.3). Outras
alteracGes genéticas sdo necessarias para escapar dessa fase e avangar na progressdo tumoral, como por exemplo,

a perda de p16, regulador do ciclo celular, devido a mutagdes no gene CDKN2A ou ainda a perda de PTEN
(Phosphate and Tensin homolog), supressor tumoral.
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Fonte: Adaptado de (ABILDGAARD; GULDBERG, 2015).

As proteinas Ras participam de diversos processos intracelulares como sobrevivéncia,
formagéo de citoesqueleto e transporte nuclear e vesicular (ROJAS et al., 2012). Alteracbes no
gene Kirsten Ras (KRAS) sdo as mais raras no melanoma, ocorrendo em cerca de 2% dos casos
(MILAGRE et al., 2011). Por outro lado, as mutacGes nos genes Neuroblastoma RAS (NRAS)
séo mais frequentes, ocorrendo entre 10 e 14% dos casos (CICENAS et al., 2017).



29

Causas hereditarias sdo as menos incidentes no &mbito do desenvolvimento tumoral.
Entretanto, os primeiros genes identificados no processo de desenvolvimento de melanomas
foram os genes CDK4 (do inglés: Cyclin-Dependent Kinase-4) e CDKN2A (do inglés: Cyclin-
Dependent Kinase Inhibitor 2A), os quais codificam proteinas supressoras de tumor (p14 e p16)
(GOLDSTEIN et al., 2000). Nao obstante, ¢ fundamental reiterar que mesmo 0s melanomas
originados por causas genéticas ndo sdo resultados de uma Unica mutacdo. Na verdade, eles

apresentam varias subpopula¢es celulares as quais podem ter uma ou mais mutacdes distintas.

O desenvolvimento dos melanomas procede de modificacbes nas relagbes entre 0s
melandcitos e as demais células presentes no microambiente da pele, como os queratinécitos,
sendo produto da ruptura do equilibrio nesse local (LEE; MURPHY:; LIAN, 2014). Assim, essas
modificagdes podem ser resultado de alteracbes epigenéticas em associacdo com mutagdes
hereditarias, ou ndo (WANG; FUKUNAGA-KALABIS; HERLYN, 2016).

2.1.3 Progresséo do melanoma

O Modelo de Clark, clinicamente aceito até os dias de hoje, descreve que 0 processo de
progressdo do melanoma se inicia com a proliferacdo descontrolada dos melandcitos,
originando o nevus benigno (ndo tumoral) ou displasico (pré-neoplasico), os quais podem
abrigar mutacGes oncogénicas (ROH et al., 2015). Essa fase permanece em senescéncia
induzida pelos préprios oncogenes (MICHALOGLOU et al., 2005) até que, eventualmente, em
meses ou décadas, alguns melandcitos transformados podem avancgar para a fase do melanoma
de crescimento radial (RGP; do inglés: Radial Growth Phase), apesar de ainda apresentarem

reduzida proliferacdo para além da derme.

As células em RGP sdo extremamente susceptiveis a mudancas moleculares do
microambiente, como sinais que estimulam suas propriedades proliferativas e agressivas,
culminando na invasdo da derme e sua progressdo para 0 melanoma de crescimento vertical
(VGP; do inglés: Vertical Growth Phase). A partir de entdo, as células em VGP, com maior
capacidade migratdria e invasiva, podem adquirir a habilidade de colonizar 6rgédos distantes do
sitio primario, estabelecendo o processo de metastase (Figura 6) (CLARK et al., 1984; ZAIDI;
DAY; MERLINO, 2008).

Como dito anteriormente, em situacbes de homeostase, 0s queratindcitos sdo 0s
responsaveis pelo controle da motilidade dos melandcitos, via caderinas, conexinas e demais
receptores de adesdo celular (HAASS et al., 2005; KUPHAL; BOSSERHOFF, 2012). E sabido

que com a progressiva transformacdo dos melandcitos em células de melanoma, estas
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conseguem escapar do controle dos queratindcitos, permitindo cada vez mais sua independéncia

migratoria, através de trés possiveis mecanismos.

Primeiramente, as células de melanoma séo capazes de reduzir a expressao de receptores
intercelulares como a E-caderina, a P-caderina e conexinas (KUPHAL; BOSSERHOFF, 2006;
NISHIMURA et al., 1999); As células transformadas podem também aumentar a expressao de
receptores e sinalizadores tumorais como a N-caderina (KUPHAL; BOSSERHOFF, 2006); E,
por fim, as células de melanoma podem ainda alterar a expressao de integrinas na membrana
basal onde estdo ancoradas com o objetivo exatamente de adquirirem mais motilidade (SIRET
etal., 2015).

Por outro lado, os mesmos queratindcitos produzem e liberam o fator de crescimento de
hepatdcitos, também chamado de fator de dispersdo (HGF; do inglés: Hepatocyte Growth
Factor ou SF; do inglés: Scatter Factor) para o meio extracelular, mesmo quando ja existem
células de melanoma no sitio primario. Por sua vez, o HGF/SF pode agir promovendo a
secrecdo de MMPs, como a MMP-9, para a quebra da matriz extracelular e aumento da
capacidade migratoria das células de melanoma (VAN KILSDONK et al., 2010). Esse mesmo
fator pode ainda ativar a sinalizacdo Notch, a qual induz o processo invasivo para células

tumorais como uma terceira via (GOLAN et al., 2015).

Contudo, é essencial entender que metade dos melanomas surge de melandcitos isolados
(GADELIYA GOODSON; GROSSMAN, 2009) e apenas a outra metade € originaria de nevus
(SHAIN et al., 2015). Isto ocorre devido ao fato de as fases de seu desenvolvimento serem
independentes umas das outras (DAMSKY; THEODOSAKIS; BOSENBERG, 2013), estando
cada uma sob influéncias genéticas e epigenéticas as quais poderdo ter resultados bastante
distintos (ZAIDI; DAY; MERLINO, 2008).

Dessa forma, é possivel notar que o melanoma se particulariza essencialmente pela
diversa heterogeneidade genética e molecular, tanto nos tumores primarios como nos
metastaticos. Tal conjunto singular é certamente o principal responsavel pelas caracteristicas
malignas observadas consequentemente na alta resisténcia aos tratamentos e seus altos

potenciais metastaticos.
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Figura 6 — Alteracdes moleculares decorrentes de alteracGes genéticas e epigenéticas. MutacBes envolvidas
na progressdo do melanoma, bem como alteracGes epigenéticas que também influenciam o desenvolvimento
tumoral. Todas as fases representadas sdo acompanhadas de mutagGes independentes e/ou hereditarias, além de
influenciadas pelas alteracfes epigenéticas, ndo ocorrendo na linearidade didaticamente proposta pelo modelo de
Clark. Genes envolvidos: Akt: Proteina Quinase B; APAF-1: Apoptotic protease activating factor 1; APC:
Adenomatous polyposis C; CDH1 e CDH2: Cadherin gene 1 e 2; CDKN: Cyclin Dependent; MAGE: Melanoma-
associated antigen; MGMT: O-6-Methylguanine-DNA Methyltransferase; MTAZ2: Metastasis Associated 1 Family
Member 2; MTAP: Methylthioadenosine Phosphorylase; PTEN: Phosphatase and Tensin homolog; Kinase
Inhibitor; RASSF: Ras association Family; SYK: Spleen tyrosine kinase; TP53: Tumor protein 53.
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2.2 METASTASE

Metéastase € o processo pelo qual as células do tumor primario se disseminam e se
estabelecem em outro 6rgdo, por vezes, distante do sitio inicial (COGHLIN; MURRAY, 2010;
SEYFRIED; HUYSENTRUYT, 2013). Por isso, quando o processo de metastase é
diagnosticado, as chances de que o tratamento tenha efeito e o resultado de cura ficam mais
distantes. Atualmente, a metastase tumoral é a maior causa de morbidade e mortalidade, sendo
responsavel por 90% das mortes relacionados ao cancer (SEYFRIED; HUYSENTRUYT,
2013). Consequentemente, a meta na pratica clinica se reduz a minimizar o sofrimento no
periodo de sobrevida do paciente 0 maximo possivel devido a baixa eficiéncia terapéutica

disponivel.

A sucessdo dos eventos complexos que compdem 0 processo metastatico é descrita na
Cascata Invasdo-Metastase. De forma geral, envolve o (1) desenvolvimento de novos vasos
sanguineos (angiogénese), (2) a deadesdo das células metastaticas do tumor primario, (3) a

invasdo da membrana basal, matriz extracelular e do endotélio dos vasos sanguineos e/ou
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linfaticos que circundam o microambiente tumoral, (4) a intravasdo dessas células para 0s
vasos, (5) a posterior extravasdo dessas células para o érgdo secundario e, por fim, (6) a
colonizacdo e crescimento das coldnias tumorais no novo ambiente tumoral (COGHLIN;
MURRAY, 2010; KLEIN, 2008).

Para que todo esse processo ocorra, as células tumorais vivenciam ainda no sitio
priméario alteragdes moleculares e morfolégicas que compbem a Transicdo Epitélio-
Mesénquima (TEM), assim como, ao alcancar o sitio secundario, essas alteracdes sdo revertidas

para o status inicial, através da Transi¢cdo Mesénquima-Epitélio (YEUNG; YANG, 2017).

Essas modificacdes se resumem a perda de caracteristicas epiteliais como a adesédo
celular promovida por proteinas como E-caderina e citoqueratinas, a perda da morfologia polar
basal-apical, bem como o ganho de proteinas como Vimentina e N-caderina, responsaveis pelo
fendtipo mesenquimal (CHEN et al., 2017; RIBATTI, 2017). Como essas caracteristicas
epiteliais ndo permitem a livre movimentacdo celular, as células tumorais precisam perdé-las
para que possam alcancar os 6rgdos secundarios pré-metastaticos. Entretanto, dentro do
contexto da heterogeneidade celular do melanoma, o processo de TEM que ocorre nessas

células também nédo segue os padrdes vistos nos demais tumores (KIM et al., 2013).

O fator de transcricdo associado a microftalmia (MITF; do inglés: Microphtalmia-
associated transcription factor) é o “mestre regulador” do crescimento e da diferenciacédo
melanocitica em condi¢des normais, sendo responsavel pelo controle de enzimas para sintese
de melanina, proteinas dos melanossomas e vias do ciclo celular, como CDKN1A e CDKN2A,
e de sobrevivéncia, como BCL2 e HIF1A, além ainda do reparo e replicacdo do DNA (LEVY;
KHALED; FISHER, 2006; PLOPER; ROBERTIS, 2015; SEBERG et al., 2017; STRUB et al.,
2011).

Apesar de seu papel na TEM e na progressdo tumoral ser complexo e ainda ndo ser
completamente elucidado, sabe-se que a alta expressdo de MITF pelas células de melanoma
reduz as vias de sinalizacdo relacionadas a invasdo, a0 mesmo tempo que aumentam a
proliferacéo e sobrevivéncia celular (HARTMAN; CZYZ, 2014; PEARLMAN et al., 2017).
Kim et al. demonstraram em um modelo in vivo que na TEM de melanomas as alteracdes
moleculares envolvem inimeras vias de sinalizacdo, mas podem ser caracterizadas basicamente
pela alta expressdo de E-caderina e MITF no fendtipo de diferenciagéo e pela alta expressao de
N-caderina no fendtipo invasivo, sem implicar obrigatoriamente, por exemplo, na total auséncia
de MITF neste Gltimo fenotipo (KIM et al., 2013).
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Diante da importancia do MITF para os melandcitos e para as células de melanoma,
bem como dos papéis as vezes conflitantes desse fator de transcri¢do, Goding et al., propuseram
0 modelo atualmente aceito, onde os fenotipos proliferativo, invasivo e de senescéncia sdo
determinados de acordo com os niveis de MITF. Assim, a alta expressdo de MITF (MITFHICH)
promove diferenciacdo e senescéncia, uma expressdo intermediaria (MITFMID-LEVEL)
proliferacdo, e a baixa expressdo (MITF-°W) promove o fenétipo invasivo (AIDA et al., 2017
BALLOTTI; BERTOLOTTO, 2017; CARREIRA et al., 2006; HOEK; GODING, 2010;
TUDREJ; CZEPIELEWSKA; KOZLOWSKA-WOJCIECHOWSKA, 2017). E importante
salientar que esses fendtipos ndo sdo homogéneos para todos os tumores primarios. Sao
fenotipos especificos de subpopulacBes intratumorais, onde 0 mesmo tumor primario pode
apresentar fenotipos ora majoritariamente invasivos, ora majoritariamente proliferativos, mas
independentes para cada subpopulacdo (ENNEN et al., 2017; VACHTENHEIM;
ONDRUSOVA, 2015).

Assim, a quantidade de MITF expressa pelo melanoma varia de acordo com as
influéncias genéticas e epigenéticas que as células sofrem no microambiente (AHMED;
HAASS, 2018; PIERRAT et al., 2012; WELLBROCK; AROZARENA, 2015a). Um dos
principais repressores da expressdo do MITF é 0 também chamado “mestre regulador” da
diferenciacdo neuronal, o fator de transcricdo Brain-2 (BRN2) (GOODALL et al., 2008;
HUANG et al., 2005). O BRN2 é codificado pelo dominio génico POU3F2 e € responsavel, em
condicBes normais, pela neurogénese, migracéo neuronal e organizagao das camadas neuronais
no cortex cerebral (DOMINGUEZ; AYOUB; RAKIC, 2013; DONALDSON et al., 2006;
MCEVILLY etal., 2002).

Ja na progressdo tumoral do melanoma, o0 BRN2 tem sido implicado com um dos
principais responsaveis pelo desenvolvimento do comportamento invasivo, atuando
diretamente no controle da expressao de MITF. Interessantemente, os padrées comportamentais
descritos pela expressdo de MITF sdo relacionados a baixa expressdo de BRN2, enquanto a
presenca deste Gltimo inibe os comportamentos regulados por MITF, por exemplo, a presenca
de BRN2 resulta na perda de diferenciacdo de melandcitos e ganho de motilidade por essas
células, comumente de fenotipo epitelial (FANE et al., 2017a; GOODALL et al., 2004;
THURBER et al., 2011).

Entretanto, a forma como BRN2 regula MITF ainda esta sendo esclarecida, dado alguns
papéis controversos relatados na literatura recente. Enquanto alguns grupos mostram que 0
BRN2 se liga diretamente a regido promotora de MITF, reprimindo sua expressdo, outros
reportam que o BRN2 age como regulador positivo do MITF e do crescimento e proliferacéo
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do melanoma, sugerindo uma dualidade funcional para esse fator de transcrigdo (GOODALL
etal., 2008; PINNER et al., 2009; THURBER et al., 2011; WELLBROCK et al., 2008).

Por outro lado, estudos também mostraram que, independente do resultado da regulacéo
de MITF por BRN2, ela é reprimida ou ativada também de acordo com os estimulos do
microambiente. Quando as células de melanoma atingem o status de invasao, por exemplo, a
repressdo de BRN2 sobre MITF e/ou o fen6tipo com motilidade e caracteristicas mesenquimais
sdo suspensos, prevalecendo as caracteristicas de proliferacdo e crescimento no sitio
metastatico (PINNER et al., 2009). Essa flexibilidade comportamental do melanoma é
certamente uma das responsaveis pela consequente agressividade desse tumor, dada a

capacidade de adaptacdo que 0 mesmo apresenta.

Outros reguladores da expressdo de MITF sdo a hipoxia, a qual seleciona no
microambiente tumoral as células mais resistentes, resultando numa reducdo de MITF e
consequente fendtipo invasivo;, bem como a privacdo de glicose em subpopulacdes
intratumorais, que ao também selecionar as células mais agressivas, induz uma reprogramacéo
metabdlica, a qual resulta na mudanca fenotipica para o status invasivo (FERGUSON et al.,
2017; FISHER et al., 2011; O’CONNELL; WEERARATNA, 2013). Mais uma vez, entende-
se que o principal regulador de todos os mecanismos da progressao tumoral e estabelecimento

metastatico é o microambiente (Figura 7).

Na prética clinica, o principal efeito da heterogeneidade celular intratumoral do
melanoma é o fato de que sua agressividade precede em muito o diagndstico e o inicio do
tratamento, dado o ainda ndo consolidado conhecimento sobre a TEM e o processo metastatico
singulares do melanoma. Atualmente, muitos pacientes atingem a cura do melanoma apos a
retirada cirurgica do tumor primario (PIERARD et al., 2012), terapéutica da linha de frente dos
tratamentos disponiveis. No entanto, os dados estatisticos ainda ressaltam o alto numero de
casos de recorréncia e morte por metdstase, mesmo apds a remocdo do tumor (DAMSKY;
ROSENBAUM; BOSENBERG, 2011; NAYAK; LEE; WEN, 2012; PIERARD-
FRANCHIMONT et al., 2014).

De acordo com a hipodtese “Seed and Soil” de Paget (1889), os tumores primarios tém
Orgdos secundarios previamente determinados segundo algumas compatibilidades que
favorecam sua invasédo e colonizacdo (HANAHAN; WEINBERG, 2011; RAMAKRISHNA;
ROSTOMILY, 2013). Dessa forma, 0 melanoma estabelece metastase comumente em sitios
secundarios que lhe favorecem de alguma forma especifica. Em ordem de incidéncia, o

melanoma maligno metastiza com mais frequéncia no pulméo (TAKEDA et al., 2011), no
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cérebro (FONKEM et al., 2012), no figado e nos 0ssos (CORREA et al., 2016), incluindo a
possibilidade de colonizar mais de um sitio concomitantemente (DAMSKY; ROSENBAUM,;
BOSENBERG, 2011).

Figura 7 — Alteracdes fenotipicas do melanoma reguladas pelo eixo BRN2-MITF. O melanoma primério €
resultado da transformacg&o de melandcitos, devido as mutagfes génicas como BRAF e NRAS, as quais induzem
reducdo de PTEN e CDKN2A. A proliferacdo do melanoma primario requer o fator de transcricdo MITF. A
alteracdo fenotipica ocorre através de mecanismos intrinsecos ou em resposta a estimulos externos do
microambiente, como hipdxia ou deprivagdo de nutrientes, 0s quais promovem a reducao da expressao de MITF e
aumenta da expressdo de BRN2. As células BRN2H'CH/MITF-°W apresentam entdo maior capacidade migratoria e
de invasdo. As células invasoras formam entdo as metastases em sitios secundarios, seguida do processo reverso
para um fendtipo proliferativo caracterizado por um perfil de expressio MITF"'CH/BRN2°W, permitindo o
crescimento metastatico em tecidos distantes. BRN2: Brain-2; CDKN: Cyclin Dependent Kinase Inhibitor; EZH2:
Enhancer of zeste homolog 2; MITF: Microphtalmia-associated transcription factor; NFIB: Nuclear Factor 1B.
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2.2.1 Metastase cerebral de melanoma

O desenvolvimento da metastase cerebral é um grande desafio clinico devido sua
associacdo a um baixo prognostico, diversos prejuizos neuroldgicos e, consequentes, reduzida
qualidade de vida e tempo de sobrevida (KIBBI; KLUGER, 2016; STELZER, 2013; VENUR,;
AHLUWALIA, 2015). Uma vez diagnosticada a metastase cerebral, os pacientes tém em média
2 a 12 meses de sobrevida e os dados indicam que a incidéncia e mortalidade calculadas sao
subestimadas em relacdo aos nameros reais (NAYAK; LEE; WEN, 2012; NI; CHEN; LU,
2018). Estudos epidemioldgicos mostram que a metastase cerebral de melanoma tem
preferéncia maior para o cortex cerebral, sendo menos frequente em outras areas como o ndcleo
da substancia cinzenta, a substancia branca, as leptomeninges e a dura-mater (DAMSKY;
ROSENBAUM; BOSENBERG, 2011).
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As mortes devido a metéstase de melanoma ocorrem em cerca de 20 a 54% dos casos,
sendo o cerebro o segundo sitio mais comum dentre os 6rgaos secundarios preferidos por esse
tumor (FONKEM et al., 2012; STELZER, 2013). No caso do melanoma como tumor primario,
embora apenas 7% dos pacientes sejam diagnosticados com metastase cerebral, cerca de 40%
desenvolvem sinais clinicos ao longo da progressdo do cancer e, nas autopsias, quase 70% dos
casos apresentam o cérebro envolvido nos processos metastaticos desse tumor (CAGNEY et
al., 2017; KIBBI; KLUGER, 2016).

O microambiente cerebral se faz Unico devido a seletividade da barreira
hematoencefalica (BHE), a presenca de células imunes especificas (microglia) e seu
consideravel consumo de energia e nutrientes (PALMIERI et al., 2007; WROBEL; TOBOREK,
2016). Apesar da BHE ser bastante seletiva para inumeros tratamentos contra o cancer, ainda
ndo é bem entendido como ela permite a passagem de celulas tumorais (FABI et al., 2011)
(Figura 8).

Figura 8 — Principais passos e fatores no estabelecimento da metastase cerebral do melanoma. A cascata
invasdo-metastase do melanoma para o cérebro resulta do envolvimento de diversas moléculas, as quais atuam a
favor e contra a progressdo tumoral. IL-23: Interleucina-23; MMP-2: Metaloproteinase-2; Akt: Proteina-quinase
B; CCR-4: Receptor de quimiocina-4; CCL17/22: Ligante de quimiocinas 17 e 22; TGFb-2: Fator de crescimento

tumoral beta-2; S100A4: Proteina ligante de Céalcio-4; NGF: Fator de crescimento neural; EDNRB: Receptor de
endotelina tipo-B; Cx26/43: Conexinas 26 e 43; bFGF: Fator bésico de crescimento de fibroblastos.
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Uma hipotese geral é que as células metastaticas influenciam as células endoteliais da
BHE a alterarem sua permeabilidade, de forma direta ou pardcrina (JIA et al., 2013;
LANGLEY; FIDLER, 2013). A fim de penetrar entre as células endoteliais, as células tumorais
secretam diversas proteases para degradacédo das jungdes aderentes (AURRAND-LIONS et al.,
2005; WOLBURG; LIPPOLDT, 2002). Citocinas, quimiocinas e mediadores inflamatérios,
como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF; do inglés: vascular endotelial growth
fator), fator de crescimento transformador-f (TGF-B; do inglés: transforming growth fator-p),
interferon-y (IFN-y), CCL2 (do inglés: C-C Motif Chemokine Ligand 2), CXCL8 (do inglés: C-
X-C Motif Chemokine Ligand 8) e MMPs secretados pelas células tumorais também séo capazes
de desestabilizar as juncdes aderentes e permitir a passagem entre as células endoteliais (FENG
etal., 2011; STAMATOVIC; KEEP; ANDJELKOVIC, 2008).

As células da microglia sdo o sistema imunologico especifico do microambiente
cerebral. Seu papel na metastase cerebral ainda ndo foi completamente elucidado, mas sabe-se
que alguns mecanismos de neuroinflamacgdo da microglia sdo utilizados pelas células tumorais
em seu proprio beneficio. Recentemente, lzraely e colaboradores (2018) demonstraram que
interacdes diretas e indiretas entre células de melanoma e microglia resultam em maior secrecéo
e ativacdo de MMPs, penetracdo celular através das células endoteliais, proliferacdo e migracédo

celular do melanoma e alteragdes morfologicas nas células de defesa (IZRAELY et al., 2018).
2.2.1.1 Astrocitos

Dentro da conjuntura do microambiente cerebral, os astrocitos tém significativa
relevancia fisiologica para o sistema nervoso, sendo inclusive as células mais numerosas no
cérebro. Em condic¢Bes normais, eles tém como funcgdo bésica dar suporte estrutural, funcional
e de nutrientes para os neurénios, desde o desenvolvimento do sistema nervoso central até o
adequado funcionamento da rede neural no cérebro maduro, compondo o tipo de células da glia
mais importante (KHAKH; SOFRONIEW, 2015; OBERHEIM; GOLDMAN;
NEDERGAARD, 2012; WANG; BORDEY, 2008).

Quando as células tumorais conseguem atravessar a BHE, encontram Fas ligante (FasL),
molécula secretada pelos astrocitos, que desencadeia o fenémeno de apoptose para eliminagdo
das células invasoras. Por sua vez, as células resistentes liberam serpinas que inibem a secrecao
do FasL pelos astrocitos (VALIENTE et al., 2014). A partir desse momento, as células tumorais
passam a se beneficiar do importante papel dos astrécitos no microambiente cerebral. Através
da rapida comunicacao por gap junctions entre os astrocitos, 0s mesmos induzem uma maior
expressao de genes de sobrevivéncia para as celulas tumorais e inibem a expresséo do supressor

tumoral PTEN, facilitando o estabelecimento da metastase e promovendo ainda uma maior



38

resisténcia a quiomioterapia (ALECKOVIC; KANG, 2015; FIDLER et al., 2015; LIM et al.,
2011).

Marchetti e colaboradores (2000) ja haviam demonstrado que a producéo de heparanase
pelos proprios astrécitos, presentes proximos do endotélio da BHE, facilita a passagem de
células de melanoma, clivando as juncdes aderentes intercelulares (MARCHETTI; LI; SHEN,
2000). O mesmo grupo de pesquisadores, posteriormente, mostrou ainda que o co-cultivo de
células de melanoma e astrocitos aumenta ainda mais a producdo da enzima por essas células
cerebrais (MURRY et al., 2006). Corroborando essa estratégia para travessia da BHE por
células de melanoma, também foi demonstrado que a inibicdo de heparanase inibiu a migracéo
celular de melanoma in vitro (LIU et al., 2012). A heparanase € uma enzima que degrada cadeias
de proteoglicanos de sulfato de heparan, os quais sdo bastante expressos em células tumorais,
sendo correlacionados com seu potencial metastatico (VLODAVSKY et al., 2002).

Klein e colaboradores (2015) mostraram que células de melanoma foram capazes de
reprogramar astrocitos para que estes expressassem fatores pré-inflamatérios como a
interleucina-23 (IL-23). De maneira reciproca, 0s astrocitos aumentaram a secrecao da MMP-
2 pelas células de melanoma. As duas sinaliza¢Ges resultaram num aumento da invasividade
das células de melanoma no processo metastatico cerebral, visto que quando as abordagens
foram inibidas isoladamente, a migracdo tumoral também o foi (KLEIN et al., 2015).

Entretanto, apesar de ainda ndo se saber todos 0s possiveis mecanismos através dos
quais os astrocitos sao induzidos a facilitar a metastase cerebral pelas células tumorais, entende-
se que seu papel no ambiente homeostatico e na condi¢do patoldgica é tdo importante quanto.
Fazendo-se necessario estudos mais aprofundados acerca das suas agdes dentro do

microambiente cerebral e ndo de forma isolada.
2.3 MODELOS PARA O ESTUDO DO CANCER

Ha décadas, os modelos in vivo e/ou in vitro sdo a principal ferramenta para o estudo de
diversas doengas, especialmente quando se sabe das questdes epidemioldgicas acerca da
mesma, e ndo seria diferente no cenario do cancer. Cada modelo tem suas vantagens e
desvantagens, dentro de suas possibilidades e limitacdes, sendo impossivel definir um Unico

modelo como mais adequado ou sem nenhuma desvantagem.

Os modelos animais tém a grande vantagem de contextualizar o objeto de pesquisa em
um organismo vivo, com todas as intera¢es fisiologicas que compdem o estabelecimento ou a
progressdo do tumor estudado (PEREZ-GUIJARRO et al., 2017). No que concerce ao estudo

de novos compostos terapéuticos, ap6s uma triagem inicial in vitro, os modelos animais
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imunocomprometidos se apresentam como as melhores opc¢des para avaliacdo do efeito
antitumoral desses novos farmacos (PEREZ-GUIJARRO et al., 2017).

Os modelos xenograficos também trazem as vantagens de entender o comportamento
tumoral e as respostas terapéuticas de tumores humanos onde o modelo em estudo € um
camundongo (RICHMOND; SU, 2008). Sdo modelos faceis de desenvolver e manusear, além
de fornecerem resultados em poucas semanas-meses, dada a facilidade com que os tumores
progridem nos animais imunodeficientes (RICHMOND; SU, 2008; SANMAMED et al., 2016).

Entretanto, no que concerne ao estudo da biologia tumoral, esses modelos trazem
desvantagens no sentido de néo refletirem as interacGes celulares que ocorrem nos tumores
reais, exatamente pelo fato desses animais ndo terem sistema imunolégico ativo, o qual é um
dos principais atores do estabelecimento e progressdao do cancer (JANSSEN et al., 2017;
JUNTTILA; DE SAUVAGE, 2013). Da mesma forma, a mesma vantagem citada
anteriormente, sobre as interagdes fisiologicas que os modelos animais apresentam, também se
mostra como ponto negativo no caso da metastase, visto que o animal precisa apresentar todos
0S passos da cascata invasao-metastase, sobreviver a eles e sobreviver as intervencoes feitas
durante o estudo (SANMAMED et al., 2016).

O menor controle nas variaveis experimentais, as diferencas biologicas entre animais da
prépria espécie, entre outros pontos também sdo pontos negativos dos modelos in vivo no
estudo do comportamento tumoral (EVANS et al., 2015). Sem esquecer ainda que 0os modelos
animais de melanoma podem ainda ser gerados a partir de agentes carcinogénicos, radiacdo
ultravioleta e animais geneticamente modificados pela a deplecdo/mutacdo de genes
especificos, cada um apresentando também suas vantagens e desvantagens para o objeto de
estudo escolhido (SALEH, 2018).

Da mesma forma, os modelos in vitro também tém seus ganhos e limitaces, mas mesmo
em sistemas muito simples, eles podem representar uma importante ferramenta, permitindo a
analise de mecanismos moleculares em condicdes altamente controladas e com o uso de
metodologias analiticas de alta resolucdo. Dentro das possibilidades in vitro destacam-se as
monocamadas, as co-culturas, as culturas tridimensionais, 0s organoides, 0 uso de meio
condicionado para interacdes indiretas, o isolamento da matriz extracelular, dentre outras
(Figura 9) (ARRIGONI et al., 2016; BERSINI et al., 2014a; KATT et al., 2016). O estudo da
metastase in vitro depende ainda de modelos especificos para cada fase da cascata invasao-
metastase, com 0 objetivo de elucidar exatamente que interacBes celulares e moleculares

ocorrem para o sucesso de cada etapa (BERSINI et al., 2014b).
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O sistema de meio condicionado permite o estudo das reagdes celulares frente ao contato
com fatores sollveis liberados pelo sitio priméario tumoral ou pelo nicho pré-metastatico (DE
OLIVEIRA BARROS et al., 2014). Tal sistema pode ser utilizado para inimeras finalidades
como estudo de migracdo, proliferacdo, anélise de citocinas e quimiocinas, ciclo celular, entre
outros. O ensaio por transwell traz a vantagem de permitir a analise de comportamento invasivo,
proliferacdo, além de outros, ja que as células compartilham uma interacéo indireta, convivendo
num mesmo meio de cultura, mas sem estarem em contato umas com as outras (BERSINI et
al., 2014b).

Figura 9. Esquematizacao de diferentes métodos de estudo in vitro da metastase. (a) Meio condicionado de
cultura. Meio de cultura da populagdo (2) é usado na populagéo (1), originando um sistema indireto e unidirecional
de co-cultivo (3); (b) Esquerda: co-cultura por transwell: populacdo (1) é plaqueada no fundo da placa de cultivo
e a populacéo (2) é plagueada no enxerto poroso, permitindo a troca de fatores solGveis , migracdo celular através
da membrana porosa mas sem o contato entre as duas popula¢des; Direita: Transwell pode ser usado para anélise
de invasdo, ao revestir a membrana porosa com uma camada de matriz extracelular; (c) Sistema de co-cultura
direta em 2D, no qual as duas populac@es interagem diretamente, compartilhando o0 mesmo meio de cultura; (d)
Exemplo de sistema de co-cultivo avangado, permitindo um resumo do processo metastatico, desde a migragédo
inicial das células a partir do tumor primario (1), intravasdo (2), adesdo e extravasdo (3) através do endotélio e o
crescimento da metastase (4).
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Fonte: Adaptado de (KATT et al., 2016).

Ja o sistema de co-cultura bidimensional permite a analise das interacdes diretas entre
as células, bem como de sinalizagdo parécrina, no estudo do sobrenadante comum as células
(ARRIGONI et al., 2016; TAUBENBERGER, 2014). Entretanto, a complexidade do modelo
pode ser controlada dentro dos componentes e microambientes que sao escolhidos para serem
estudados e devem ser levados em consideracdo como primeiro passo na decisdo do modelo a
ser utilizado (COMMANDEUR et al., 2014). Os modelos tridimensionais permitem a analise

das interagdes celulares e com o microambiente extracelular no dmbito da organizacdo
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estrutural, morfologia tridimensional, com uma distribui¢cdo de nutrientes e oxigénio mais
similar ao que ocorre na massa tumoral de fato (GURSKI et al., 2012; XU; FARACH-
CARSON; JIA, 2015).

A escolha dos modelos in vivo e in vitro deve ser feita de acordo com as perguntas a
serem respondidas. As diversas ferramentas de estudo existentes sdo extremamente Uteis para
o fim o qual foram desenvolvidos para alcangar, e a limitacdo especifica de cada um deve ser

respeitada e levada em consideracdo na interpretacdo dos achados.

N&o existe modelo perfeito e que atenda a todos os requisitos celulares e moleculares
para o estudo da metastase, dada a complexidade de todos os passos desse processo. Contudo,
a busca por modelos que apresentem diferenciais importantes para esse estudo e que solucionem
problemas que outros modelos apresentaram anteriormente se faz incessante e imprescindivel
no cenario do cancer mundial atualmente, seja objetivando a pesquisa sobre o0 comportamento

tumoral, seja no desenvolvimento de novos tratamentos antineoplésicos.
2.4 TRATAMENTOS PARA O MELANOMA

Hé cerca de 30 anos, 0 quimioterapico mais ativo para o tratamento do melanoma é a
Dacarbazina (DAC) (EGGERMONT; KIRKWOOD, 2004). A DAC é um agente alquilante que
causa danos no DNA através da metilacdo dos acidos nucléicos, o que resulta na morte celular
por apoptose (LUKE; SCHWARTZ, 2013). Apesar de ainda ser considerada como tratamento
padrdo, a DAC apresenta uma taxa de resposta muito baixa, entre 10% e 20% e taxa de
sobrevivéncia de trés a seis meses, apresentando com resposta completa em menos de 5% dos
casos (MIDDLETON et al., 2000). Pela habilidade de atravessar a BHE, a DAC também tem
sido utilizada contra a metéstase cerebral de melanoma (LUKE; SCHWARTZ, 2013). Os
efeitos colaterais que a DAC provoca também estdo entre os mais prejudiciais, desde nauseas e
vomito a supressdo de células sanguineas pela medula 6ssea, causando anemia e leucopenia
(EGGERMONT; KIRKWOOD, 2004).

Devido a baixa eficacia dos tratamentos com quimioterapias isoladas de forma geral, a
combinacdo de quimioterapicos ja ha muito é vista como uma abordagem possivelmente mais
promissora. Os principais regimes desenvolvidos para o tratamento do melanoma maligno
foram o BOLD (Bleomicina, Vincristina, Lomustina e Dacarbazina), a CVD (Cisplatina,
Vinblastina e Dacarbazina) e o Dartmouth (Dacarbazina, Cisplatina, Carmustina e Tamoxifeno)
(LUKE; SCHWARTZ, 2013). Entretanto, com o aprofundamento dos estudos clinicos, algumas
combinac¢6es ndo demonstravam diferenca significativa quando comparadas a DAC sozinha em

relacdo ao aumento da sobrevida dos pacientes (CHAPMAN et al., 1999).
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Com o avango das pesquisas, a habilidade de linfocitos T reconhecerem e destruirem
células apresentadoras de antigeno trouxe a luz uma nova abordagem terapéutica dentro do
campo da oncologia (SCHATTON et al., 2013). O desenvolvimento da imunoterapia contra o
melanoma se iniciou com os beneficios do Interferon alfa (INF-a) e da Interleucina-2 (IL-2) em
combinacdo com regimes de quimioterapicos. Contudo, apesar das respostas ao tratamento
preliminarmente apresentarem taxas promissoras em diversos regimes
guimioimunoterapéuticos, mais uma vez nenhum deles ao longo dos anos conseguiu resultar
em melhora na taxa de sobrevida dos pacientes com melanoma, quando comparados apenas a
DAC, nem em melhora nos niveis de toxicidade (ATKINS et al., 2008; IVES et al., 2007;
LEGHA et al., 1996; WILSON; SCHUCHTER, 2016).

Segundo os Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) em Oncologia
fornecido pelo Sistema Unico de Sadde (SUS), a combinagdo terapéutica utilizada no
tratamento do melanoma no Brasil tem sido o esquema de Cisplatina, DAC, Vimblastina, IL-2
e IFN. O protocolo relata que a taxa de resposta a esse tratamento chega a 50% dos pacientes,
dos quais 6% apresentam uma sobrevida prolongada em cerca de um ano a mais. Entretanto, os
pacientes que tém a oportunidade de receber essa combinacédo sao refinadamente selecionados
devido a elevada complexidade da administracdo desse tratamento (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

O PCDT ainda ressalta que nenhum medicamento nem combinagdo terapéutica
comercializado no Brasil aumentou as taxas de sobrevida global de maneira comprovada nos
casos de melanoma metastatico, apesar dos efeitos paliativos atingidos. Assim como nenhum
tratamento demonstrou ser mais eficaz do que a DAC, tendo a Temozolomida, um equivalente
oral da DAC, sido igualmente eficaz, porém possui um custo muito maior, ndo sendo
recomendada pelo Ministério da Sadde (MINISTERIO DA SAUDE, 2017; WILSON;
SCHUCHTER, 2016).

Por outro lado, o imunoterapico mais recentemente desenvolvido, chamado Ipilimumab
(IPI), é um anticorpo monoclonal (mAb; do inglés: monoclonal antibody) 1gG1 capaz de
bloquear um inibidor de células T, o antigeno-4 associado a linfécitos (CTLA-4; do inglés:
Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen-4) (O’DAY; HAMID; URBA, 2007; ROBERT;
GHIRINGHELLI, 2009). A combinagéo terapéutica do IPI com a DAC tem apresentado
melhores resultado em comparacéao ao tratamento de DAC com placebo, por reduzir os efeitos
colaterais gastrointestinais e de toxicidade no figado e ainda apresentar efeitos antitumorais
mais duradouros (ROBERT et al., 2011).



43

A posicdo do Ministério da Saude brasileiro, atraveés do PCDT, ndo recomenda o uso do
IPI para pacientes com melanoma disseminado, devendo ser submetido a Comissao Nacional
de Incorporacdo de Tecnologias (Conitec) no SUS quando houver mais evidéncias acerca do
medicamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

O Nivolumab é outro anticorpo mAb que tem recebido destaque para o tratamento
moderno dos melanomas malignos. E uma 1gG4 que blogueia o receptor de morte programada
conhecido como PD-1, ndo s6 em melanoma, mas também em tumor renal e de pulméo
(TOPALIAN et al., 2012). Como o PD-1 contribui para o desgaste das células T e o CTL-4
inibe a ativacdo dessas mesmas células, pesquisadores decidiram analisar quais os efeitos do
bloqueio de ambos na combinagdo do IPI com o Nivolumab. O resultado foi uma melhora
significativa na resposta ao tratamento e na média de sobrevivéncia quando comparada com as
monoterapias isoladas (HASSEL, 2016; WOLCHOK et al., 2013).

Outras combinacges mais robustas apresentaram resultados promissores, mas que ainda
precisam ser aprofundados, como o regime associando 0 mADb Bevacizumab do Fator de
Crescimento Endotelial Vascular — A (VEGF; do inglés: Vascular Endothelial Growth Factor),
com a intenc¢do de dificultar o estabelecimento da angiogénese, com quimioterapicos como a
Carboplatina e o Paclitaxel, (PEREZ et al., 2009).

Nas situacdes em que é possivel identificar que a causa do melanoma é oncogénica,
terapias mais direcionadas tém sido aplicadas, alcangando resultados significantemente
notaveis. No caso da mutacdo somatica mais comum, o BRAFV8%E o VVemurafenib tem como
mecanismo de ac¢do induzir o arraste celular, culminando com a morte por apoptose das células
tumorais de melanoma (IVANOV; HEI, 2015). Tal imunoterépico ja demonstrou em estudos
de fase clinica avancados que sua associagdo com a DAC reduziu o risco de morte em 74% dos
pacientes comparado ao tratamento da DAC com um placebo, além de um perfil toxico dentro
dos padrbes determinados pela agéncia reguladora americana, a FDA (do inglés: Food and
Drug Administration — USA) (BOLLAG et al., 2010; YOUNG; MINCHOM; LARKIN, 2012).
A posicdo do Ministério da Saude frente ao Vemurafenib é a mesma relatada para o IPI no
PCDT (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

E inegavel a evolugio dos tratamentos frente & complexidade do melanoma ao longo do
tempo, mas infelizmente a realidade é que a resisténcia tumoral das células que caracterizam
esse cancer permanece por superar todas as estratégias terapéuticas, aumentando os nimeros
de reincidéncia e morte por metéstase (IVANOV; HEI, 2015). Na realidade, esses tratamentos,
especialmente os mais modernos, tém sua possibilidade de sucesso de fato nos casos onde o

paciente ndo foi sensibilizado por nenhuma outra terapia ainda, ao passo que ainda ndo se tem
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conhecimento suficiente sobre as taxas de recidivas e resisténcia desta populacdo
(FRANCHINO; RUDA; SOFFIETTI, 2018; GALLI et al., 2019).

Sabe-se que as células mais agressivas comegam o processo de metéastase em torno de
cinco anos antes do aparecimento das primeiras lesbes. Portanto, os tratamentos atuais
especificos para 0 melanoma sdo também tentando atingir 0s processos metastaticos que
possam ou ndo ja ter se estabelecido. Infelizmente, o potencial terapéutico destes tratamentos
apresentados é diretamente associado ao diagnéstico precoce do tumor, de forma que mesmo o
diagnostico sendo comprovado o mais inicialmente possivel, os tratamentos existentes ainda

sdo paliativos dentro da problematica geral da realidade do melanoma maligno.

No cenario da metastase cerebral de melanoma, os agentes mais ativos sdo a
Temozolomida, com resposta terapéutica variando de 6-10% e a Fotemustina (5-25%)
(ADDEO et al., 2013; BAI et al., 2016). IPI demonstrou boa atividade contra a metastase
cerebral de melanoma, especialmente por ndo terem provocado eventos adversos neuroldgicos,
juntamente com aumento de sobrevida (KOEBERLE et al., 2016). A combinacéo terapéutica
de IPI com Fotemustina resultou em controle da metastase cerebral em 50% dos pacientes e
uma média de aumento de sobrevida em quase 14 meses (DI GIACOMO et al., 2015). Um
estudo recente mostrou que mesmo a combinagdo entre imunoterapia e radioterapia na
metastase cerebral de melanoma ndo tem efeitos significativos no aumento de sobrevida dos

pacientes ou na reducao de recidivas (GALLI et al., 2019).
2.5 NOVA ABORDAGEM TERAPEUTICA: O DERIVADO IMIDAZACRIDINICO AC05

As imidazolidinas sdo constituidas por um nucleo heterociclico contendo atomos de
nitrogénio biologicamente ativos e apresentam varias propriedades bioldgicas confirmadas, tais
como anti-inflamatéria, analgésica, antimicrobiana, antiparasitaria, hipoglicemiante e
anticonvulsivo (Figura 10a) (CATERINA et al., 2008; GLEAVE et al., 2010; NEVES et al.,
2010; SACZEWSKI; HUDSON; RYBCZYNSKA, 2009; SHARMA; KHAN, 2001).

As acridinas, por sua vez, sdo derivadas do antraceno por isolamento do carvédo de
alcatrao, podendo também ser produzidas sinteticamente (Figura 10b). Sua estrutura é formada
por trés aneis aromaticos, apresentando um atomo de nitrogénio no anel central (CHAGAS,
2016). Atualmente as atividades bioldgicas conhecidas das acridinas incluem antivirais
(SASVARI et al., 2009), anti-malarica (GEMMA et al., 2006; JONES et al., 2009), anti-
protozoaria (EITER et al., 2009), anti-inflamat6ria (SONDHI et al., 2010), além de também ser
usada contra leishmaniose e doenca de Chagas (BONSE et al., 1999; GIRAULT et al., 2000).
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A atividade antitumoral das acridinas tem sido relacionada a sua capacidade de interagir
com o DNA, intercalando-se entre os pares de bases com sua estrutura planar (CHEN et al.,
2015; GHOSH et al., 2010; JANOCKOVA et al., 2015). O derivado imidazacridinico AC05
(C17H11N30S), foi sintetizado no Laboratorio de Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF)
do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)
(LAFAYETTE et al., 2013) e sua atividade antitumoral foi inicialmente investigada contra
tumores de mama (CHAGAS, 2016). Dados os resultados potencialmente promissores, e sendo
mama um tipo de cancer com sitio metastatico comum ao melanoma, o cérebro, o AC05 foi

escolhido para ter sua atividade antineoplasica avaliada contra linhagens de melanoma.

Figura 10. Estrutura das (a) imidazolidinas e (b) acridinas.
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Fonte: (a) (CHAGAS, 2016); (b) (GALDINO-PITTA et al., 2013).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 CULTIVO DAS LINHAGENS TUMORAIS IN VITRO

As linhagens de melanoma cultivadas foram a SKMEL-28 (Banco de Células do Rio de
Janeiro - BCRJ), a A375 (BCRJ) e a UACCG62, sendo esta ultima gentilmente cedida pelo Prof.
Dr. Roger Chammas, do Instituto do Céncer do Estado de Sdo Paulo (ICESP) - Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP). As trés linhagens foram cultivadas em meio
de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium — Dulbecco’s) High Glicose
suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) a 10% (meio completo), além de
penicilina/streptomicina (100 1U/100 pg/L) e 1.2g de bicarbonato de sodio, e mantidas em
garrafas ou placas de cultura a 37 °C e 5% de CO até atingirem 70% de confluéncia.

Também foi cultivada a linhagem PANC-1 (BCRJ), de céncer pancreatico, como
controle negativo para o estabelecimento do modelo de metéstase cerebral, dado que esse tumor
primario ndo tem incidéncia de metastase no cérebro (Figura 11). Todas as células foram
regularmente testadas contra micoplasma, ndo havendo nenhuma contaminagdo nos resultados

expostos no presente trabalho.

Figura 11 — Linhagens tumorais de melanoma e pancreas cultivadas em meio completo com SFB a 10% em
contraste de fase. Objetiva 20x.
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Fonte: Prépria autora.
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As trés linhagens de melanoma compartilham algumas caracteristicas em comum como
serem capazes de metastatizar e possuirem o0 BRAF como um dos genes mutantes. Contudo,
diferem em morfologia e velocidade de proliferacdo. A SKMEL-28 possui um tamanho maior
que as outras duas linhagens e uma morfologia mais estrelada. A A375 possui uma morfologia
mais poligonal, prolifera formando mini-col6nias e com maior densidade de granulos no seu
citoplasma, além de apresentar a maior velocidade de proliferacdo entre as trés. A UACC62

apresenta um formato mais alongado com os granulos presentes de forma bipolar (Figura 11).

3.2 ESTABELECIMENTO DO MODELO DE METASTASE CEREBRAL DE
MELANOMA IN VITRO

3.2.1 Animais

Foram selecionados ratos albinos neonatos com até 3 dias de nascimento da linhagem
Wistar, sem preferéncia de sexo, para o estabelecimento das culturas primarias cerebrais
corticais mistas.

Os animais foram criados no biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
UFPE, com livre acesso a dieta e a &gua. Todos os animais utilizados no estudo foram oriundos
do processo de reducéo de ninhada, os quais ja seriam sacrificados pelos responsaveis da sec¢do

de criacdo do respectivo biotério. Os aspectos éticos estdo descritos no item 5.5.

3.2.2 Culturas de células cerebrais primarias corticais mistas

Os animais neonatos foram sacrificados para isolamento da cabeca e, em seguida, do
cérebro. O cortex cerebral foi dissecado, a meninge removida e as estruturas mantidas em um
Tampéo Salina Fosfato (PBS; do inglés: Phosphate Buffer Saline) suplementado com Glicose
a 0,6% (PBS-Glicose) autoclavado. O tecido foi dissociado em tubo falcon de 15ml através de
pipetagem. Apos a centrifugacédo das células livres em suspensao, a 1500 rpm por 5 minutos, o
sobrenadante foi desprezado e ao precipitado foi adicionado meio DMEM-F12 (Gibco)
suplementado com SFB a 10%, glicose (33 mmol/L), glutamina (2 mmol/L),
penicilina/streptomicina (100 1U/100 pg/L) e bicarbonato de soédio (3 mmol/L) (DE VELLIS;
COLE, 2012).

As células foram contadas em camara de Neubauer, distribuidas de acordo com o0s
ensaios especificos e mantidas em meio completo (DMEM/F12 + SFB 10%) na estufa umida,
a 37°C e 5% de CO». Apos dois dias, na primeira troca de meio, as células foram suplementadas
com meios e soros respectivos de cada tipo celular, 1:1, a saber: DMEM/F12, ja descriminado
acima, com SFB 10%, especificamente para o0s astrocitos, e Neurosabal (Thermo)

suplementado com B27 (Thermo) 1%, especificamente para 0s neurdnios. Esse processo se
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repetiu nas trocas de meio a cada dois dias, onde era retirado 50% do meio antigo e adicionado
50% de meio novo, composto de DMEM-F12 e Neurobasal, e seus respectivos soros, na

proporcdo 1:1, até maturacdo das células e confluéncia em torno de 70-80%.
3.2.3 Isolamento dos astrocitos corticais

As células de cultura primaria mista mantidas em garrafas de 25cm?, ao atingir 80 a 90%
de confluéncia, foram tripsinizadas para deaderéncia do fundo da garrafa. O processo consistiu
em retirar 0 meio da cultura, seguindo por lavagem com PBS e EDTA. As células entdo foram
incubadas por 3 a 5 minutos com tripsina, a qual promoveu a suspensdo das células
anteriormente aderidas ao fundo da garrafa de cultura. A reacdo foi interrompida pela adicao
de igual quantidade de volume de meio completo para inativagdo da tripsina. A solucdo foi
entdo centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos, o sobrenadante descartado. Os astrdcitos agora
isolados foram ressuspendidos em meio (DMEM-F12) completo, contados em camara de
Neubauer, redistribuidos de acordo com os ensaios especificos e mantidos em estufa Umida a
37°C e 5% de CO., havendo troca do meio a cada 2 dias (DE OLIVEIRA BARROS et al.,
2014).

3.2.4 Estabelecimento dos parametros experimentais

Com a finalidade de que os resultados obtidos fossem de fato efeito da interagéo celular
entre os dois tipos de tecidos diferentes, seja direta (através de co-cultura) ou indiretamente
(através do meio condicionado, composto por fatores liberados pela respectiva cultura de
células), o presente estudo viu a necessidade dos ensaios serem desenvolvidos com o SFB
reduzido a minimas condicdes possiveis (0,5%), dada sua composicao altamente indutora de

proliferacdo celular.

Assim, foram feitos ensaios qualitativos e quantitativos nas culturas das 4 linhagens
tumorais (A375, UACC62, SKMEL-28 e PANC-1) e na cultura primaria para avaliar se 0 meio
completo com SFB a 0,5% prejudicaria as células de forma significativa, dentro do periodo
escolhido para anélise (24 e 48 horas). Os ensaios qualitativos foram realizados através de
imunofluorescéncia com os marcadores especificos de cada célula para analise de alteracdes

morfoldgicas.

Por sua vez, os ensaios quantitativos foram feitos pela anélise de viabilidade celular
através da capacidade das células viaveis em reduzir o 3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difenil
brometo de tetrazolina (MTT) em cristais de formazan por enzimas mitocondriais. As células

foram plaqueadas em pacas de 96 pocos a 1x10* células por poco até atingirem confluéncia de
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70-80%. As mesmas foram incubadas com meio de cultura suplementado com SFB nas
concentracdes 0,5%, 2,5%, 5% e 10%. Apos 24 e 48 horas de incubacgéo, foram adicionados
20pL de MTT (5mg/mL) em estufa Umida a 37°C, permanecendo por 3 horas, seguida da
incubacgdo de 130pL de Dodecil Sulfato de Sodio 20% (SDS) e armazenamento a TA. A leitura
ocorreu 24 horas depois em leitor de microplacas (E1808 — Biotek) a 570nm. Os calculos foram
feitos comparando a viabilidade celular com o SFB a 0.5, 2.5 e 5% a viabilidade celular com
SFB a 10% (condicdo normal de cultivo das células). Todos os experimentos foram repetidos

3 vezes em culturas independentes, tanto primarias, quanto tumorais.

3.2.5 Co-cultura das linhagens tumorais sobre as células primarias cerebrais corticais

mistas ou astrocitarias

Quando as culturas primarias corticais, mistas ou astrocitarias, atingiram 70-80% de
confluéncia, em torno de 12 dias in vitro, em pocos de placas de 24 pocgos ou garrafas 75cm?,
foi iniciado o ensaio da co-cultura de linhagens tumorais sobre as mesmas. As linhagens
tumorais (SKMEL-28, A375, UACC62 e PANC-1) foram tripsinizadas, centrifugadas a 2000
rpm por 3 minutos e ressuspendidas em meio DMEM-F12 com SFB a 0,5% para contagem na
camara de Neubauer. Foram plaqueadas sobre as culturas mistas ou astrocitarias 6x10* células
por poco da linhagem A375, devido sua maior velocidade de proliferacdo, e 8x10* células por
poco das linhagens UACC62, SKMEL-28 e PANC-1 nas placas de 24 pogos. Para a obtencdo
de extrato de proteinas, foram incubadas 3x10° células de A375 e 4x10° células de UACC62,
SKMEL-28 e PANC-1 nas garrafas de 75cm?, condi¢cdes também incubadas por 24h e 48 horas.
Os pocos/garrafas para controle sem o co-cultivo receberam apenas meio completo com SFB a
0,5%. As placas foram encaminhadas para a técnica de imunofluorescéncia e as garrafas

tiveram as proteinas totais extraidas e quantificadas (Figura 12).

Figura 12 — Desenho experimental do ensaio de co-cultura.
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70-80% confluéneia  cultura tumoral laminula
1 1 1
I 24 horas I 48 horas I

Fonte: Propria autora.
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3.2.6 Ensaio do meio condicionado de células de melanoma sobre células primarias

cerebrais corticais mistas ou astrocitarias

Quando as culturas de células tumorais em garrafas 25cm? atingiram 70% de
confluéncia, elas foram lavadas com meio sem soro e incubadas com DMEM High ou Low
Glicose com SFB a 0,5%. Ap6s 24 (MC24h) ou 48 horas (MC48h) de incubagdo, o
sobrenadante das células tumorais foi coletado, centrifugado a 800g por 3 minutos (DE
OLIVEIRA BARROS et al., 2014), filtrado e ressuspendido em novo meio completo DMEM-
F12 com SFB 0,5%. Este novo meio com SFB a 0,5% foi chamado a partir de agora de meio
condicionado (MC), por conter, apés o periodo proposto, fatores liberados especificamente
pelas células em questao.

Este MC, foi entdo redistribuido sobre culturas priméarias mistas ou astrécitos cultivados
previamente em placas de 24 pocos, com 70-80% de confluéncia. O ensaio teve duragdo de
mais 24 (24MC24 e 24MC48) ou 48 horas (48MC24 e 48MC48). Tempo apds o qual as culturas
nas placas foram encaminhadas para imunofluorescéncia (Figura 12). Em todas as condigdes
existiram controles que ndo receberam o MC, mas nos quais as culturas receberam novo meio

completo com SFB a 0,5%.

3.2.7 Ensaio do meio condicionado de células primarias cerebrais corticais mistas ou de

astrocitos sobre as linhagens tumorais

Quando as culturas de células priméarias mistas ou astrocitos em garrafas de cultivo
atingiram 70% de confluéncia, elas foram lavadas com meio sem soro e incubadas com DMEM-
F12 com SFB 0,5%, por 24 e 48 horas, sendo também centrifugado e filtrado. O ensaio ocorreu
como descrito no item anterior, sendo que o MC desta vez foi oriundo das culturas primarias
ou dos astrécitos e colocado sobre as linhagens tumorais com 70% de confluéncia, apds terem
sido previamente plaqueadas em placas de 24 poc¢os para imunofluorescéncia ou garrafas para

extracdo protéica (Figura 13).
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Figura 13 — Desenho experimental do ensaio do meio condicionado. O MC foi produzido apds 24 (MC24) ou
48 horas (MC48) sobre cada linhagem (tumoral ou cerebral priméria). O MC foi entéo coletado, centrifugado e
filtrado para entdo ser incubado sobre a outra linhagem (tumoral ou cerebral primaria), onde ficou por mais 24 ou
48 horas. Por exemplo, o MC que ficou sobre determinada linhagem por 48 horas é denominado MC48, e 0 mesmo
pode ficar incubado sobre outra linhagem por 24 horas (24MC48) ou por 48 horas (48MC48).

Incubacio do
meio completo
com SFB a 0,5%
nas garrafas Incubagio do MC  Coleta do MC

24MC24
24 horas 24 horas

Incubacio do MC Coleta do MC
48MC24
24 horas 48 horas
Incubagdo do MC  Coleta do MC
48MC24
48 horas 24 horas
Incubagio do MC Coleta do MC
48MC48
48 horas 48 horas

Fonte: Propria autora.

3.2.8 Imunofluorescéncia

As culturas primarias e astrécitos isolados foram plaqueados em placas de 24 pocos a
2x10° células por poco, sobre laminulas redondas estéreis tratadas com poly-I-lysine (1pg/mL)
(Sigma-Aldrich) para aderéncia. Apds a confluéncia atingida e os ensaios de co-cultura ou meio
condicionado de tumorais sobre as culturas mistas ou astrdcitos, as células foram fixadas com

solucdo fixadora composta por Metanol e Acetona 1:1, por 10 minutos a -20°C.

As laminulas foram lavadas 3 vezes com PBS por 10 minutos, para retirar o excesso da
solucdo fixadora e o bloqueio dos sitios inespecificos ocorreu através da incubacdo com
Tampéo Fosfato Salina (PBS) / BSA 5% por 2 horas a TA. As células foram incubadas com o

anticorpo primario diluido em solucdo bloqueio (1:300), overnight, em camara imida a 4°C.

Posteriormente, foram feitas 5 lavagens de 3 minutos com PBS/BSA 0,5% e incubacéo
com os anticorpos secundarios fluorescentes (1:500) diluidos em solucgéo bloqueio por 2 horas,
a TA, em camara Umida e protegidos da luz. Apds lavagens com PBS/BSA 0,5%, foi feita a
marcacao do nucleo celular com o DAPI (do inglés: 4°,6 -diaminido-2-phenylindole - 1:1000)
e/ou de filamentos de F-actina com Faloidina Rodamina (1:200), por 20 minutos. Foram
realizadas mais 5 lavagens de 3 minutos com PBS/BSA 0,5% para a montagem das laminulas

com glicerol 30% em PBS e selagem com esmalte. A aquisi¢do das imagens de fluorescéncia,
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em objetivas de 20x e 40x, foi realizada no microscopio EVOS FL Auto (Life Technologies)

apos secagem.

Os anticorpos primarios utilizados foram a-GFAP (BosterBio) para marcacdo de
astrocitos; o-pB-Tubulina 111 (Sigma-Aldrich) para marcacdo de neurdnios e células de
melanoma; o-MITF (BosterBio) e a-BRN2 (Sigma-Aldrich), fatores de transcricdo para
marcacao nuclear de células de melanoma; a-Nestina (Cusabio) para identificacdo de células-
tronco neurais; a-PAR-4 (Cusabio) como marcador de supressao tumoral; e a-KI167 (BosterBio)
como marcador de proliferacdo celular. Os anticorpos secundarios utilizados foram o Alexa
Fluor 488 goat a-rabbit 1gG (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), o Alexa Fluor 633 goat a-
Mouse (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific).

3.2.9 Contagem de células MITF+ e BRN2+

A partir da imunofluorescéncia, foi feita a contagem de células de melanoma positivas
para MITF e para BRN2 nas co-culturas sobre células mistas e sobre astrdcitos isolados, com o
intuito de identificar possiveis influéncias dessas células isoladas ou do conjunto do
microambiente sobre a expressédo desses fatores de transcri¢do. Foram fotografados 10 campos
por condi¢do analisada em duplicata de laminula e em trés experimentos independentes. As

fotos foram feitas em objetivas de 40x.

No programa ImageJ, através de um plugin para contagem de células, foi feita a
contagem dos nucleos marcados pelo DAPI e que estavam co-marcados com B-Tub IlI,
identificando-os como células de melanoma e ndo neuronais primarias. Em seguida, foi feita a
marcacdo dos nucleos marcados para MITF ou BRN2 e que também eram co-marcados com [3-
Tub I11. As contagens foram feitas nas linhagens isoladas, para avaliagcdo da expressao basal,
nas co-culturas de 24 e 48 horas, bem como nas linhagens de melanoma expostas ao MC de

células primarias mistas e astrocitarias.

3.2.10 Proliferacdo celular das linhagens tumorais com meio condicionado de células

primarias

As linhagens tumorais foram plaqueadas em placas de 24 pogos com meio completo
para aderéncia. Apés 24 horas, 0 meio completo foi retirado e as células foram incubadas com
MC de células mistas ou de astrécitos isolados, produzidos por 24 ou 48 horas (MC24h e
MC48h), ou com novo meio completo, sendo todas as condi¢Ges em triplicata. Ap6s mais 24
ou 48 horas, o0 meio foi retirado, as células foram tripsinizadas, marcadas com azul de trypan e

contadas em camaras de Neubauer as células viaveis.
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3.2.11 Migracdo celular das linhagens tumorais com meio condicionado de células

primarias

As linhagens tumorais foram plaqueadas em placas de 24 pogos com meio completo
para aderéncia. Quando as células atingiram a confluéncia entre 90-100%, foram feitos dois
riscos em forma de cruz no fundo dos pocos, seguido de duas lavagens com PBS esteéril para
retirada das células soltas ap6s os riscos. As células foram entdo incubadas com o MC de células
mistas ou de astrdcitos isolados, produzidos por 24 ou 48 horas (MC24h ou MC48h), ou com
novo meio completo, sendo todas as condicdes em triplicata. As células foram entdo
fotografadas no tempo 0 hora para registro da area livre inicial. Ap6s 24 horas, as células foram

fotografadas novamente para registro das novas areas livres.

No programa ImageJ, as imagens foram transformadas para fundo preto e, através de
uma ferramenta especifica, as areas livres foram calculadas nos tempos 0 e 24h. No Excel e
GraphPad, foi possivel calcular a porcentagem de variacao entre as areas livres dos diferentes

tempos analisados.
3.3 DERIVADO IMIDAZACRIDINICO ACO05

O ACO05 (C7H11N30S) foi sintetizado pelo LPSF (LAFAYETTE et al., 2013) (Figura
14). A citotoxicidade do ACO5 foi testada previamente contra células mononucleares do sangue
periférico (PBMC; do inglés: Peripheral Blood Mononuclear Cells) oriundas de voluntarios
sadios, no trabalho de Chagas, 2016.

Os testes in vitro e in vivo do ACO05 na cultura primaria mista e nas trés linhagens de
melanoma foram desenvolvidos durante missao cientifica no ICESP-FMUSP, no laboratério de

Oncologia Experimental, sob a coordenacédo do Prof. Dr. Roger Chammas.

Figura 14 — Derivado imidazacridinico desenvolvido pelo LPSF.
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Fonte: (LAFAYETTE et al., 2013)
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3.3.1 Avaliagéo da citotoxicidade do composto por MTT

A avaliacdo da citotoxicidade do derivado imidazacridinico ACO5 sobre as linhagens
tumorais e de cultura primaria foi feita através do ensaio do MTT, como descrito no item 5.2.4.
As células foram distribuidas em placas de 96 pogos na proporc¢do de 1x10* células por poco,
no caso da A375, 0,5x10* células por poco, no caso da SKMEL-28 e da UACC62, e 1 x 10° no

caso da cultura primaria mista, e mantidas por 24 horas a 37°graus e 5% de CO».

O composto previamente diluido em Dimetilsulféxido (DMSO 0,1%) a 50mM foi
diluido em meio completo com SFB 10%, nas concentra¢des de 1, 10, 50 e 100uM e incubado
em triplicata sobre as células. Como controles foram utilizadas a célula tratada com o veiculo
(DMSO 0,1%) e a célula sem tratamento. As mesmas condi¢des foram repetidas em uma placa
denominada “branco”, por conter apenas o meio completo com SFB a 10%, sem nenhuma
célula. Apos 24 e 48 horas, houve a incubacdo de 20uL do MTT a 5mg/mL (Sigma-Aldrich),
permanecendo durante 3 horas na estufa Umida, seguida da adi¢do de 130puL de SDS a 20% e
armazenamento a TA. Apds 24 horas, a leitura do experimento foi realizada em um leitor de
microplacas (EI808 — Biotek) a 570nm.

A partir da obtencdo dos valores correspondentes na espectrofotometria, foi utilizado o
Office Excel 2010 (Microsoft Corporation) para calcular o efeito do composto sobre a
viabilidade celular (%) das células tratadas em relacdo as células incubadas apenas com o
veiculo DMSO. Também foi o utilizado o Origin Pro 8 (v.8, Originlab Corporation) para
calcular a concentracdo de composto necessaria para inibir 50% da populacédo celular in vitro

(ICs0), nos casos em que o composto reduziu a viabilidade celular a menos de 50%.

A partir do I1Cso do composto também foi calculado o indice de seletividade (1S), o qual
indica a capacidade do composto distinguir a linhagem saudavel e a neoplasica, sugerindo se o
mesmo tem potencial para testes pré-clinicos in vivo. O IS corresponde a razdo entre o valor do
ICso de cada composto na cultura de células ndo-tumorais e na cultura tumoral. O composto foi
considerado seletivo com 1S>3, ou seja, quando o valor do composto é 3 vezes mais ativo na

linhagem tumoral do que nas células saudaveis (ISLAM et al., 2016).
3.3.2 Extracdo de proteinas e Western blotting

As proteinas totais foram extraidas e quantificadas através do ensaio BCA (do inglés:
Bicinchoninic acid) (BioRad). 20ug de proteinas por condi¢cdo foram submetidas a eletroforese
no gel SDS-PAGE (12%) e transferidas para membranas PVDF (GE Healthcare Life Sciences).
As membranas foram bloqueadas em leite 5%-TBST (do inglés: Tris-buffered saline, 0,1%
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Tween 20) por 2 horas e entdo incubadas com os anticorpos primarios a 4°C overnight. Ap6s 3
lavagens de 10 minutos em TBST, as membranas foram entdo incubadas com o anticorpo
secundario conjugado com peroxidase a temperatura ambiente, por 2 horas, diluido em leite
desnatado 5%-TBST. Para revelacdo foi utilizado o ECL-Plus (GE Healthcare). Os anticorpos
primarios utilizados foram a-PAR-4 (Cusabio), a-Bcl-2 (Santa Cruz) e a-a-Tubulina (Santa
Cruz).

3.3.3 Avaliacao da atividade antineoplésica in vivo

Foram utilizados camundongos nude balb/c, fémeas, com 7 semanas de idade, pesando
em média 18 gramas, para os testes in vivo dos efeitos antitumorais do AC05. Foram inoculadas
subcutaneamente 1x108 células de UACC62 no flanco esquerdo de cada animal, os quais foram

separados randomicamente em dois subgrupos, tratado e ndo-tratado.

Apods cerca de 7 dias, quando metade do “n” amostral (n = 12 / experimento
independente) apresentava o tumor palpével, mesmo que ainda ndo mensuravel, iniciou-se a
intervencdo por gavagem. Os animais foram tratados com ACO05 (30mg/kg) ou veiculo
(carboximetilcelulose — CMC - a 0,2%) durante 5 dias consecutivos, seguidos de 2 dias sem
nenhuma intervencdo para descanso dos animais, exceto a mensuragéo do tamanho do tumor.
As escolhas do CMC como veiculo e da gavagem como técnica foram devido ao fato do AC05
ser um composto apolar e, portanto, ndo dissolver bem em solventes polares os quais podem

ser injetados intraperitonealmente, por exemplo.

A medicdo do volume tumoral foi feita diariamente, com o uso de um paquimetro
manual. Apds obtencdo dos valores dos diametros menor (d) e maior (D), o volume do tumor
foi calculado através da férmula (d? x D) / 2. O tratamento de 5 dias por 2 de descanso se repetiu
por dois ciclos, ap6s o0s quais os animais foram devidamente anestesiados e sacrificados e 0s
tumores retirados para imediata pesagem e fixacdo com paraformaldeido 4%, para posterior
imunohistoguimica. O ensaio foi repetido em 3 grupos independentes com n=8 animais por
grupo e a analise estatistica foi feita através do teste de Mann-Whitney (p<0,05) no software
GraphPad. Os aspectos éticos estdo descritos no item 5.5.

3.3.3.1 Imunohistoquimica de hematoxilina-eosina (HE) nos tumores de melanoma tratados in

Vivo

Os tumores retirados do experimento in vivo foram emblocados em parafina, cortados e
montados em laminas gelatinizadas. Os cortes foram rehidratados progressivamente em trés

diluicGes de xilol e de alcool a 100%, 85% e 70% por 5 minutos em cada concentracao, seguido
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de 2 lavagens por 5 minutos em agua destilada corrente e mais uma lavagem por 5 minutos em
PBS.

Posteriormente, os cortes foram contra-corados com hematoxilina-eosina por até 10
segundos. Apos lavagem com agua destilada corrente, os cortes foram desidratados
progressivamente em diluicdes de alcool a 70%, 80%, 90% e 100%, por 3 minutos cada,

imersos em xilol por 5 minutos cada e montados com entellan e laminula.

3.4 TRATAMENTO DA CO-CULTURA DE MELANOMA SOBRE CELULAS
CEREBRAIS IN VITRO

A partir dos resultados do potencial antitumoral do derivado imidazacridinico sobre as
linhagens de melanoma, in vitro e in vivo, objetivou-se analisar o possivel efeito antitumoral do
ACO05 no modelo de mestastase in vitro, atraves da co-cultura de melanoma sobre a cultura de

células mistas, bem como sobre os astrécitos isolados.

As co-culturas foram tratadas durante 48 horas, dado o tempo de citotoxicidade
calculado para as linhagens de melanoma isoladas, na concentracdo do I1Cso encontrado nesse
mesmo ensaio. O tempo de co-cultura para iniciar o tratamento também foi de 48 horas, visto
que 24 horas ainda poderia ser considerado como um tempo baixo para o estabelecimento das
interagBes entre as diferentes células no co-cultivo. Através da técnica de imunofluorescéncia,
foram analisadas as expressdes de KI67 e PAR-4, com o objetivo de analisar a proliferagéo

tumoral e o possivel processo apoptotico induzido pelo composto em estudo, respectivamente.
3.5 ASPECTOS ETICOS

Os experimentos concernentes a metodologia do modelo de metastase cerebral de
melanoma in vitro foram todos previamente analisados e aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE, sob o nimero de processo 23076.012500/2015-09
(Anexo A). Os experimentos relativos ao tratamento do derivado imidazacridinico AC05 no
modelo animal de melanoma foram analisados e aprovados pelo Comité de Etica no Uso
Animal da USP, sob o nimero de processo 168/15 (Anexo B).

3.6 FLUXOGRAMA METODOLOGICO

Abaixo segue um fluxograma resumindo os materiais e métodos utilizados.



Figura 15. Fluxograma metodoldégico.
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4 RESULTADOS
4.1 ESTABELECIMENTO DO MODELO DE METASTASE CEREBRAL DE
MELANOMA IN VITRO

4.1.1 Viabilidade celular nos parametros experimentais estabelecidos

As culturas tumorais e primarias mistas foram submetidas a diferentes concentracgdes de
SFB, de 0,5 a 10% durante 24 ou 48 horas, quando se encontravam em 70-80% de confluéncia
em placas de 96 pocos. Nenhuma condicdo de SFB foi capaz de inviabilizar 50% das células
presentes na cultura, nem tumorais nem primaria mista. Dessa forma, a condicdo de SFB a
0,5%, necessaria para o estabelecimento do modelo, durante 24 ou 48 horas, foi validada
(Figura 16).
Figura 16 — Viabilidade (V) celular por MTT das culturas tumorais e primaria mista em diferentes
concentrac6es de SFB (%), comparada a condicao de SFB a 10% (V=100%). Nenhuma condicéo foi capaz de

reduzir a viabilidade celular a menos de 50%, em 24 (a) ou 48 horas (b). Ambos os graficos sao representativos de
n = 3 experimentos independentes.
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4.1.2 Caracterizacao das linhagens de melanoma em relacdo aos marcadores celulares

Inicialmente, foi necessario caracterizar os marcadores celulares que seriam utilizados
no modelo, a partir das linhagens celulares escolhidas. Os marcadores especificos de células
cerebrais como B-Tub Il para neurdnios e GFAP para astrocitos também foram produzidos
pelas linhagens tumorais de melanoma e pancreatica (Figura 17). A linhagem A375 expressou
ambos os marcadores nas regides nuclear e perinuclear, enquanto que as demais expressaram

os marcadores de forma mais abrangente no citoplasma, como pode-se observar no merge.
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Figura 17 — Expressdo dos marcadores celulares B-Tubulina 111 e GFAP pelas linhagens tumorais. Objetiva
40x.
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Figura 18 — Expressdo do marcador celular MITF especifico de melanoma e Faloidina, marcando filamentos
de F-actina no citoesqueleto. Objetiva 40x.
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Como descrito na revisdo de literatura, os marcadores especificos de melanoma,
Microphtalmia-induced transformation factor (MITF) e Brain-2 (BRN2), tambem foram
caracterizados nas linhagens tumorais individuais, onde ambos sdo expressos no nucleo por
serem fatores de transcrigdo (Figura 18 e 19). Para as marcacdes de MITF e BRN2 foi utilizado
para co-marcagdo a Faloidina, a qual é expressa pelas fibras de F-actina do citoesqueleto. E
importante salientar a marcacdo menos significativa de BRN2 do que de MITF, de forma basal,
pelas células de melanoma. PANC-1, como controle negativo, ndo expressou nenhum dos dois

marcadores, corroborando a especificidade dos mesmos para 0 melanoma.

Figura 19 — Expressao do marcador celular BRN2 especifico de melanoma e Faloidina, marcando filamentos
de F-actina no citoesqueleto. Objetiva 40x.
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Por outro lado, a proliferacdo celular, por ser um processo caracteristico de células
tumorais, foi expressa de forma significativa pelas quatro linhagens tumorais em estudo, sendo

as quatro positivas para K167 (Figura 20).
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Figura 20 — Expressao do marcador proliferativo K167 pelas quatro linhagens tumorais. Objetiva 40x.
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4.1.3 Caracterizacdo do microambiente cerebral como nicho pré-metastatico

Ap0s a caracterizacdo dos marcadores celulares das linhagens tumorais isoladas, deu-se
a caracterizacdo das culturas primarias isoladas, seja da forma mista, seja apenas 0s astrocitos

isolados.
4.1.3.1 Marcadores celulares da cultura primaria mista

Os primeiros marcadores analisados foram a B-Tub Il e o GFAP, marcadores
citoplasmaticos de neurdnios e astrdcitos, respectivamente. O marcador K167, também mostrou
que as culturas estavam em estado de proliferacdo, sem nenhum interferente nesse processo
celular, apesar de menos significativa que nas marcaces tumorais. A marcacdo de nestina

mostra a presenca de potencial de diferenciacdo das células presentes na cultura (Figura 21).
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Figura 21 — Caracterizagdo da cultura primaria mista. f-Tubulina 11+ indicando presenca de neurdnios (seta
amarela). GFAP e Faloidina marcando as fibras do citoesqueleto dos astrdcitos, K167 como marcador proliferativo
e Nestina como marcador de pluripoténcia. Objetiva 40x.
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4.1.3.2 Marcadores celulares dos astrécitos isolados

Os astrdcitos isolados foram marcados especificamente pelo GFAP e pela Faloidina. A
marcacdo de K167 também demonstra o comportamento proliferativo normal da cultura em
estudo. A auséncia de B-Tub Il ja era esperada, dado que a cultura ndo apresenta neurdnios,

bem como também foi vista a auséncia do marcador Nestina (Figura 22).
4.1.4 Co-culturas de linhagens tumorais sobre a cultura primaria

Dada a caracterizagdo das células isoladamente, deu-se inicio ao estabelecimento do
modelo a partir da co-cultura das linhagens tumorais sobre as células primarias mistas ou sobre

0s astrécitos.
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Figura 22 — Caracterizacdo da cultura de astrocitos isolados. p-Tubulina I11- indicando auséncia de neur6nios.
GFAP e Faloidina marcando as fibras do citoesqueleto dos astrécitos e o KI67 como marcador proliferativo.
Objetiva 40x.

DAPI GFAP B-TUB III
Faloidina
Faloidina

Merge

4.1.4.1 Co-cultura das linhagens tumorais sobre as células cerebrais mistas

A primeira caracteriza¢do foi com os marcadores B-Tub 11l e GFAP, dado que ambos
sdo expressos tanto pelas células cerebrais, como pelas linhagens tumorais (Figura 23). Apesar
de PANC-1 ter marcado B-Tub Il na cultura isolada, na co-cultura, tanto 24 como 48 horas, a
marcacao dessa proteina é bastante reduzida, comparada a marcacao controle. As linhagens de
melanoma expressam ambos 0s marcadores cerebrais, mas com mais énfase para a -Tub 111, a
qual se destaca no merge das imagens. Os marcadores ndo apresentam diferencas entre 24 e 48

horas de co-cultivo.
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Figura 23 — Expressdo dos marcadores citoplasmaticos p-Tubulina 111 e GFAP pelas linhagens tumorais e
pelas células cerebrais mistas. Neurdnios na seta amarela; Astrdcitos nas setas azuis; e Linhagens tumorais nas
células cor de rosa. (a) Co-cultura de 24 horas. (b) Co-cultura de 48 horas. Objetiva 40x.
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4.1.4.1.1 Expressdo protéica de MITF e BRN2

Foi realizada a contagem de células de melanoma positivas para MITF na co-cultura,
em comparacdo a positividade observada nas linhagens de melanoma isoladas, dado que na
metastase a expressdo do MITF poderia reduzir frente a um aumento de BRN2. Entretanto, ndo
houve diferenga significativa na quantidade de células positivas para MITF nas co-culturas nem
em comparagao a expressao controle, nem entre os tempos de 24 e 48 horas (Figura 24).

Figura 24 — Numero de células de melanoma MITF+ em porcentagem. (a) MITF+ em A375. (b) MITF+ em
UACC62. (c) MITF+ em SKMEL-28.
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Por sua vez, a contagem de células de melanoma BRN2+ nas co-culturas em células
mistas demonstrou um aumento significativo desse marcador de invasividade (Figura 25).
Enquanto a A375 de forma basal tinha CTR=14,43+5,86 de células positivas para BRN2,
durante 24 horas de co-cultivo, a expressao aumentou para CC24h=53,59+3,23 (p<0.001) e, em
48 horas, para CC48h=80,91+5,12 (p<0.001) (dados em %).

A UACC62, ap6s uma reducgdo de significancia estatistica entre o nivel basal e as
primeiras 24 horas de interacGes diretas entre as células, demonstrou um aumento da expressao
de BRN2 entre 24 e 48 horas de co-cultura, onde a porcentagem de células positivas para esse
fator de transcrigéo foi de CC24h=46,84+3,26 para CC48h=78,67+4,34 (p<0.001) (dados em
%). J& a SKMEL-28 apresentou um aumento do BRN2 entre os dois tempos de co-cultura, indo
de CC24h=61,22+14,17 para CC48h=90,87+2,22 (p<0.05), e entre 0s niveis basais
CTR=32,04+1,81 e a CC48h (p<0.001) (dados em %).
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Figura 25 — NUmero de células de melanoma BRN2+ em porcentagem. (a) BRN2+ em A375. (b) BRN2+ em
UACCS62. (c) BRN2+ em SKMEL-28. *p< 0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.
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4.1.4.2 Co-cultura das linhagens tumorais sobre os astrocitos isolados

Nas co-culturas sobre os astrocitos isolados, também analisou-se inicialmente a
expressao dos marcadores B-Tub 111 e GFAP, nas 24 e 48 horas (Figura 26). Observou-se uma
reduc@o na marcagdo de B-Tub Il pelas linhagens de melanoma, onde no merge percebemos o
destaque da marcacdo do GFAP nas primeiras 24 horas e a praticamente ausente marcacao
dessa proteina pela linhagem pancreatica. Entretanto, apds 48 horas de co-cultivo a marcacéo
de B-Tub 1l pelo melanoma € recuperada, apesar de ainda ndo se destacar no merge,

diferentemente do observado na marcacao da co-cultura sobre as células mistas.
4.1.4.2.1 Expressdo protéica de MITF e BRN2

Ao contrério da co-cultura sobre as células mistas, a interacdo direta apenas com 0s
astrdcitos isolados induziu uma reducdo na marcacao de MITF+ pelas células de melanoma das
linhagens UACC62 e SKMEL-28 (Figura 27). A reducdo da expressdo de MITF pelas células
de UACC62 foi de niveis basais do CTR=99,5+0,7 para CC24h=87,22+2,9 (p<0.05) e
CC48h=80,4+4,74 (p<0.01) (dados em %). Na SKMEL-28 a reducdo ocorreu apenas entre 0s
niveis basais e a co-cultura mais tardia, indo de CTR=100% para CC48h=83,38+0,8 (p<0.001)

(dados em %).
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Figura 26. Expressio dos marcadores citoplasmaticos p-Tubulina 111 e GFAP, pelas linhagens tumorais e
pelos astrécitos, respectivamente. Astrdcitos nas setas azuis; e Linhagens tumorais nas células cor de rosa. (a)
Co-cultura de 24 horas. (b) Co-cultura de 48 horas. Objetiva 40x.

a A375+ASTROCITOS UACC62+ASTROCITOS  SKMEL-28+ASTROCITOS PANC-1+ASTROCITOS

B-TUB III

DAPI GFAP

Merge

b A375+ASTROCITOS UACC62+ASTROCITOS  SKMEL-28+ASTROCITOS PANC-1+ASTROCITOS

B-TUB III

GFAP

DAPI

Merge




68

Figura 27 — Namero de células de melanoma MITF+ em porcentagem. (a) MITF+ em A375. (b) MITF+ em
UACCS62. (c) MITF+ em SKMEL-28. *p< 0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Mais uma vez, o aumento da expressdo de BRN2 devido as interacGes celulares diretas
foi mais significativo que a reducdo do MITF, especialmente nas linhagens A375 e SKMEL-

28, mas com leves reducgdes da expressdo entre 24 e 48 horas nas trés linhagens (Figura 28).

A quantidade de células positivas para A375 foi de niveis basais CTR=14,43+5,86 para
CC24h=79,19+3,70 (p<0.0001) e para CC48h=69,93£11,21 (p<0.001), enquanto a SKMEL-28
foi de CTR=32,04+1,81 para CC24h=87,37+5,81 (p<0.01) e para CC48h=83,85+3,67
(p<0.001) (dados em %). Ja a UACC62, apresentou também um aumento entre 0s niveis basais
CTR=65,72+8,10 e CC24h=85,94+1,45 (p<0.05), mas com uma reducéo significante entre 24h
e 48 horas, indo para CC48h=68,25+3,92 (p<0.01), sem ser estatisticamente diferente dos niveis

basais (dados em %).

Figura 28 — NUmero de células de melanoma BRN2+ em porcentagem. (a) BRN2+ em A375. (b) BRN2+ em

UACC62. (c) BRN2+ em SKMEL-28. *p< 005 **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.000L1.
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4.1.5 Efeito do meio condicionado dos melanomas sobre as culturas primarias

4.1.5.1 Expressdo protéica de MITF e BRN2

Apesar de nem os astrdcitos isolados nem a cultura primaria mista expressarem a
proteina MITF, ao serem expostos ao MC de diferentes tempos produzido pelas linhagens de
melanoma, os astrocitos passaram a expressar tal fator de transcricéo relacionado a proliferacéo

melanocitica (Figura 29). Inclusive, essa expressao protéica de MITF pelos astrocitos isolados
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foi mais intensa apds 48 horas de exposicdo ao MC produzido por 48 horas (48MC48), nas
linhagens SKMEL-28 e UACC62.

Ademais, a expressdo protéica do MITF também néo sofreu alteracdo quando os fatores
soltveis foram incubados sobre as células mistas, nem quando foi 0 MC oriundo de PANC-1,
tampouco promoveu a mesma indugdo para a expressdo protéica do BRN2, relacionado a

invasividade.
4.1.5.2 Proliferagdo das culturas primérias

O MC das linhagens tumorais ndo alterou a expressdo protéica do marcador de
proliferacdo K167 nos astrocitos, nem nas células mistas (dados ndo demonstrados).

4.1.6 Efeito do meio condicionado das culturas primarias sobre as linhagens tumorais
4.1.6.1 Expresséo de MITF e BRN2

A fim de entender a influéncia dos fatores soltveis liberados pelos componentes do
nicho pré-metastatico sobre a expressao protéica dos marcadores MITF e BRN2, analisou-se a
influéncia do MC oriundo das células mistas e dos astrdcitos isolados sobre subpopulacdes de
melanoma, em relacdo a esses fatores de transcricdo (Figura 30). De forma geral, entre a
expressao protéica basal de MITF e os fatores solUveis expostos durante 24 horas, observou-se
uma reducdo significativa nas trés linhagens, quando a origem dos fatores era as células mistas.
O MC astrocitario teve maior efeito na reducéo do fator de transcricdo MITF pelo melanoma
quando as células foram expostas por 48 horas.

Especificamente, em relagdo a expressao protéica de MITF devido aos fatores de células
mistas, houve uma reducdo percentual significativa nas trés linhagens, quando expostas por 24
horas a fatores precoces, como a A375 CTR=83,33+9,43; 24MC24=44,18+12,9 (p<0.001) e a
UACC62 CTR=100; 24MC24=87,21+6,38 (p<0.05) (dados em %). Na SKMEL-28, o MC de
células mistas reduziu a quantidade de células MITF+ quando expostas a todas as condicdes,
mas sendo mais significativo quando exposta por 48 horas, onde elas foram de 100%
expressando o fator de transcricdo MITF para 24MC24=77,59+9,28 (p<0.05),
48MC24=88,27+3,59 (p<0.01), 24MC48=94,16+2,92 (p<0.05) e 48MC48=73,96+3,94
(p<0.001) (dados em 9%).
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Figura 29 — Expressdo do fator de transcricdo MITF pelos astrécitos quando expostos ao meio condicionado
das linhagens de melanoma. Astrdcitos com maior intensidade na expressdo do MITF nas setas azuis; () MC
oriundo da A375. (b) ME oriundo da UACC62. (c) MC oriundo da SKMEL-28. Objetiva 40x.
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O mesmo efeito sobre a expressao protéica de MITF foi analisado em relacdo aos fatores
liberados pelos astrocitos isolados, onde a exposicdo aos fatores precoces por 24 horas sO
reduziu a expressdo pela SKMEL-28, a qual foi de 100% para 95,09+1,65 (p<0.05). Ja a
exposicao desses fatores por 48 horas, reduziu a expressdo protéica de MITF nas trés linhagens,
mas de forma bastante significativa na SKMEL-28 CTR=100% para 48MC24=29,47+3,83
(p<0.0001). O MC de astrdcitos também reduziu a quantidade de células MITF+ nas trés

linhagens quando expostas durante 48 horas aos fatores tardios.

Em relacdo a expressao de protéica BRN2 pelas células de melanoma, o MC de células
mistas induziu aumento da expressdo desse fator de transcricdo em quase todos 0s tempos de
exposicdo e condicdes experimentais, exceto na UACC62, quando exposta por 48 horas aos
fatores de 24h (Figura 30). A exposicéo das celulas, durante 24 horas, aos fatores produzidos
por 24 horas foi umas das mais influentes na expressao protéica do BRN2, a saber: A375
CTR=14,43t5,86; 24MC24=89,2+7,18  (p<0.0001); UACC62 CTR=65,72+8,1;
24MC24=95,57+3,03 (p<0.0001); e SKMEL-28 CTR=32,04+1,81; 24MC24=83,64+8,84
(p<0.001).

Ja 0 MC de astrocitos influenciou a expressao protéica de BRN2 de forma bastante
heterogénea, mas tendo um efeito maior sobre a linhagem SKMEL-28, a qual apresentava um
namero de células com expressdo protéica basal de CTR=32,04+1,81, aumentando para
24MC24=93,37+4,0 (p<0.0001); 48MC24=69,44+11,06 (p<0.05) e; 24MC48=87,84+11,52
(p<0.001) (dados em %). O aumento de células positivas para BRN2 também ocorreu na A375,
mas apenas quando exposta durante 48 horas, onde a expresséo foi de CTR=14,43+5,86 para
48MC24=81,52+12,26 (p<0.001) e 48MC48=61,5+15,75 (p<0.01) (dados em %). A UACC62,
por sua vez, apresentou uma reducdo significativa na expressdo protéica de BRN2 entre o
CTR=65,72+8,1 e 24MC24=31,09+7,23, retornando a niveis proximos do controle nas demais

condigdes, sem diferencga significativa (dados em %).
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Figura 30 — Numero de células de melanoma MITF+ e BRN2+ em porcentagem, apds exposicdo ao meio
condicionado de células mistas (a-c) e (g-h) e de astrocitos isolados (d-f) e (j-m). (a) e (d) MITF+ em A375.
(b) e () MITF+ em UACCB62. (c) e (f) MITF+ em SKMEL-28. (g) e (j) BRN2+ em A375. (h) e (k) BRN2+ em
UACCSB2. (i) e (m) BRN2+ em SKMEL-28. *p< 0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.
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4.1.6.2 Proliferacédo das linhagens tumorais

O MC originado pelas células mistas favoreceu a proliferacdo das linhagens de
melanoma quando expostas por 24 horas, enquanto teve efeito oposto na proliferacéo de células
pancreaticas (Figura 31). O n° células/mLx10* da A375 controle era de 6,8+1,48, com a
exposicdo ao MC das células mistas, esse numero de células chegou a 24MC24=15,16+ 1,75
(p<0.001) e 24MC48=18+2,45 (p<0.0001). A SKMEL-28 sem exposi¢do a fatores externos
proliferou em 24 horas para um numero de CTR=5,6+1,66, mas ao ser exposta aos fatores de
células mistas, sua proliferacéo foi para 24MC24=12,1+1,14 (p<0.0001) e 24MC48=14,7+1,89
(p<0.0001) e a UACC62 foi de CTR=4,95+1,10 para 24MC24=17,66+2,56 (p<0.0001) e
24MC48=12,4+1,80 (p<0.0001).

A partir de 48 horas de exposi¢do 0s mesmos fatores nao produziu aumento significativo
na proliferacdo celular tumoral, quando comparados ao controle. PANC-1 teve diminuicdo da
proliferacdo celular quando exposta a esses mesmos fatores durante 24 horas, onde inicialmente
era CTR=12,65+2,17, quando exposta ao MC de células mistas sua proliferacdo reduziu para
24MC24=6,33+1,89 (p< 0.01) e 24MC48=3,6+1,19 (p<0.0001).

Jé o efeito do MC produzido pelos astrdcitos isolados mostrou que a A375 novamente
foi mais afetada quando exposta durante 24 horas e a UACC62 e a SKMEL-28 foram
influenciadas quando expostas tanto durante 24, como durante 48 horas (Figura 32). Entretanto,
a proliferacdo de A375 foi mais significativa, onde vimos seu numero de células ir de
CTR=6,8+1,48 para 24CM24=16,66+3,21 (p<0.001) e 24MC48=17,33+6,11 (p<0.01).

Em 24 horas, a UACC62 apresentou uma proliferacdo de CTR=4,95+1,10 para
24MC24=7,16+1,04 (p<0.05) e 24MC48=7,83+£1,25 (p<0.05) e, em 48 horas, foi de
CTR=3,7+1,00 para 48MC24=7,66+1,89 (p<0.01) e 48MC48=9,08+3,5 (p<0.01). A SKMEL-
28 também apresentou uma proliferacdo maior, mas com menos significancia estatistica, onde
foi de CTR=5,26+1,66 para 24MC24=6,5+1,32 (p<0.05) e 24MC48=8,91+1,80 (p<0,.05) nas
primeiras 24 horas de exposi¢do e, de CTR=7,93+0,59 para 48MC24=12,41+3,30 (p<0.05) e
48MC48=11,08+2,5 (p<0.05), ap6s 48 horas de exposicao.

PANC-1 mais uma vez ndo foi influenciada pelos fatores sollveis em 48 horas de
exposicdo, mas em 24 horas teve sua proliferacdo reduzida de CTR=12,65+1,67 para
24MC24=6,3+2,51 (p<0.01) e 24MC48=5,83+1,04 (p<0.01).
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Figura 31 — Efeito da exposi¢cdo ao meio condicionado de células mistas na proliferacdo celular tumoral. (a)

Proliferacdo da A375. (b) Proliferacdo da UACCG62. (c) Proliferacdo da SKMEL-28. (d) Proliferacdo da PANC-1.
**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.
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Figura 32 — Efeito da exposi¢do ao meio condicionado de astrdcitos na proliferacao celular tumoral. (a)
Proliferacdo da A375. (b) Proliferacdo da UACC62. (c) Proliferacdo da SKMEL-28. (d) Proliferacdo da PANC-1.
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4.1.6.3 Migracéo das linhagens tumorais

O ensaio de migracédo celular tumoral pela técnica wound-healing analisou o efeito do
MC proveniente das células mistas e dos astrocitos sobre as linhagens tumorais (Figura 33). A
A375 e a SKMEL-28 foram as mais favoravelmente influenciadas, com aumento estatistico
significativo nas quatro condi¢cbes comparadas ao controle. A linhagem A375 migrou mais
quando exposta aos fatores soltveis de células mistas e aos fatores tardios do MC de astrocitos
(% Area livre média CTR=76,26%4,27; MC24h ASTR=57,67+13,87; MC48h
ASTR=45,87+12,97; MC24h MISTA=44,35+12,73; MC48h MISTA=42,9+8,85). Enquanto a
SKMEL-28 foi a mais afetada pelos fatores soltveis liberados tanto pelos astrocitos, como pelas
células mistas (% Area livre média CTR=75,98+7,38; MC24h ASTR=46,97+5,87; MC48h
ASTR=26,84+10,75; MC24h MISTA=43,52+9,21; MC48h MISTA=41,26+8,54).

Ja a UACC®62 foi afetada significativamente apenas pelo MC produzido durante 48
horas pelos astrocitos isolados (% Area livie média CTR=66,88+4,83; MC48h

ASTR=44,67+0,03). A PANC-1 mais uma vez ndo influenciada pelos fatores soluveis
cerebrais.

Figura 33 — Efeito da exposi¢édo ao meio condicionado de células mistas e de astrécitos na migracao celular
tumoral. (a) e (e) Migragdo da A375. (b) e (f) Migracdo da UACC62. (c) e (g) Migracdo da SKMEL-28. (d) e (h)
Migracéo da PANC-1. *p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001.
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4.2 INTERVEN(;AO TERAPEUTICA CONTRA O MELANOMA E CONTRA O MODELO
DE METASTASE CEREBRAL DE MELANOMA
4.2.1 Avaliacéo da potencial atividade antineoplasica do derivado imidazacridinico AC05
frente as linhagens tumorais
4.2.1.1 Avaliacdo da citotoxicidade do ACO5 in vitro

Em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa, ja havia sido demonstrado que o AC05
ndo é toxico para ceélulas saudaveis (ICso > 100uM) (CHAGAS, 2016). No presente trabalho,
demonstrou-se que o composto também ndo é toxico para as células componentes do ambiente
cerebral, dado que néo foi capaz de reduzir a viabilidade celular das mesmas a menos de 50%
(Figura 34). Contra as linhagens de melanoma estudadas, o derivado imidazacridinico foi eficaz
em reduzir a viabilidade celular a menos de 50% apenas da UACC62, em trés experimentos
independentes (ICso = 28,29uM =+ 0,6), com 1S=3,53.

Figura 34 — Efeito do tratamento de ACO05 sobre a viabilidade celular durante 24 e 48 horas. (a) Cultura
mista. (b) A375. (c) UACCS. (d) SKMEL-28.
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4.2.1.1.1 Efeito do ACO05 na expressao protéica de supressores tumorais

O tratamento da linhagem UACC62 durante 48 horas com o derivado imidazacridinico
ACO05 na concentragdo de seu ICso mostrou aumento da expressdo protéica de supressores
tumorais (PAR-4 e BID), maior que o encontrado apds o tratamento com um farmaco padréo,

a Doxorrubicina (Figura 35). Também é possivel observar um aumento da proteina anti-
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apoptdtica Bcl-2. O resultado é referente a 2 experimentos independentes, precisando ainda ser
finalizado.

Figura 35. Expressdo protéica apos tratamento com AC05 na UACC62 por 48 horas. Ct: Controle; Dx:
Doxorrubicina; 125:1Cs; 150: 1Cso; PAR-4: Prostate Apoptosis Response-4; Bcl-2: B-cell Lymphoma-2; Bid: BH3
Interacting-domain death agonist; a-Tubulin: controle enddgeno.
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4.2.1.2 Avaliagédo da atividade antitumoral do ACO05 in vivo

Para confirmarmos a atividade antineoplasica do derivado, testou-se seu efeito num
modelo in vivo de xenoenxerto. No modelo animal, o composto ACO5 reduziu o tamanho
tumoral da linhagem de melanoma UACC62 de forma significativa no grupo tratado (v = 0,015
+ 0,0041cm®) em relacdo ao grupo controle (v=0,16 + 0,043cmq), em cerca de 55% na
concentracdo de 30mg/kg, correspondente ao ICso de 28uM (Figura 36). A redugéo do peso
tumoral entre o grupo controle e o tratado foi de 82%.

Figura 36 — Resultados da atividade antitumoral do ACO5 in vivo. (a) Reducéo do volume tumoral no grupo

tratado com ACO05 comparado ao grupo veiculo (CTR); (b) Imagens representativas dos tumores retirados dos

animais n=3; (c) e (d) Reduc¢do do peso tumoral no grupo tratado com AC05 comparado ao grupo controle.
(****p<0.0001).
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4.2.1.2.1 Efeito do ACO5 frente a linhagem UACC62

A HE foi feita nos tumores retirados dos animais dos grupos controle e AC05. A figura
37 mostra que os tumores tratados com ACO05 apresentam menos células (fotos a 20x) e areas

de morte celular mais extensas que no grupo controle (fotos a 4x).

Figura 37 - Imunohistoquimica Hematoxilina-Eosina nos tumores retirados dos animais.

a Controle 4x b Controle 20x

4.2.2 Avaliacdo da atividade antitumoral do AC05 no modelo de metéastase cerebral in

vitro

Por fim, decidiu-se analisar o efeito do AC05 frente & metastase cerebral de melanoma,
da linhagem UACC62, no modelo in vitro caracterizado anteriormente. Através da
imunofluorescéncia, foram analisadas a expressdo do marcador de proliferacdo KI67 nas
condic@es tratadas e ndo tratadas, em co-culturas sobre as células mistas e sobre o0s astrocitos
isolados (Figura 38).

E possivel perceber que a proliferacdo tumoral da UACC62 ndo foi afetada pelo
tratamento quando na co-cultura sobre os astrocitos isolados, enquanto que quando em presenca

das células mistas, o ACO05 foi capaz de reduzir a marcacao de proliferagdo da UACCG62.
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Figura 38 — Expressao de K167 pelas células UACC62 em co-culturas cerebrais tratadas e ndo tratadas com
0 ACO05 (28uM). Astrocitos nas setas azuis e UACC62 nas células cor de rosa. Objetiva 40x.
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Para mais, decidiu-se investigar a expressdo do supressor tumoral PAR-4, proteina proé-
apoptotica muitas vezes reduzidas nos tumores. Observou-se que, a localizacdo de PAR-4 pelas
células de melanoma foi citoplasmatica nas condigdes controle, sofrendo uma realocagéo para
0 nucleo na condicdo da co-cultura sobre as células mistas, indicando um possivel processo

apoptotico induzido pelo AC05 (Figura 39).
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Figura 39 — Expressdo de PAR-4 pelas células UACC62 em co-culturas cerebrais tratadas e ndo tratadas
com 0 ACO5 (28uM). Astrécitos nas setas azuis e UACC62 nas células cor de rosa. Objetiva 40x.

Cultura Mista Astrécitos

Nao-Tratado Tratado —ACO05 Nio-Tratado Tratado —ACO05

PAR-4 B-TUB III
B-TUB III

DAPI

N T
: :
- -
=] =]
— —
= =
= &
;M 2]

B-TUB III + PAR-4
B-TUB III + PAR-4

Merge
Xlexée
Merge
Merge




82

5 DISCUSSAO

Para o estabelecimento do modelo verificou-se que a reducdo do SFB a 0,5% néo
interferiu na viabilidade celular das linhagens (Figura 16). Esse resultado faz-se de extrema
importancia, dado que os componentes do SFB sdo essenciais para o desenvolvimento e
proliferacdo celulares, como fatores de crescimento, hormonios, vitaminas e aminoacidos
(ASWAD; JALABERT; ROME, 2016).

Exatamente pela influéncia direta que esse reagente pode exercer, reduzir sua presenca
para as minimas condigfes aceitaveis é crucial para o entendimento correto dos resultados
obtidos sob esses parametros experimentais, como exposto anteriormente (DE OLIVEIRA
BARROS et al., 2014). Pode-se assim afirmar que toda mudanca nas células primérias, dentro
da avaliacdo das interacGes direta ou indireta com as linhagens tumorais, serd fruto dessa
interacdo e ndo dos componentes do SFB. A partir do estabelecimento desses parametros

iniciais, deu-se entdo a caracterizacdo das células em estudo.

Na caracterizacdo das linhagens tumorais, foi possivel observar que as linhagens de
melanoma de forma basal também expressam marcadores que seriam especificos de neurénios
e astrocitos, a B-Tub 111 e 0 GFAP, respectivamente (Figura 17). A B-Tub Ill faz parte de uma
familia de proteinas de microtibulo, normalmente expressas por células de origem neuronal,
mas que também tém sido observadas em tecidos normais como intestino, célon e placenta
(PERSON et al., 2017).

A B-Tub Il também foi reportada como presente em algumas neoplasias como
pulmonares, ovarianas, mamarias € no melanoma, nos quais sua maior expressao tem sido
relacionada a uma menor resposta a determinados tratamentos cujo alvo principal sdo os
microtubulos do citoesqueleto (AKASAKA et al., 2009; SHIMIZU et al., 2016). Person et al.,
através da técnica Tissue Microarray, demonstraram uma forte expressdao da B-Tub Il em
tumores primarios de cérebro (85-10%), de pulmdo (35-80%) e em melanomas (77%)
(PERSON et al., 2017).

Ja o GFAP (do inglés: glial fibrillary acidic protein) é uma proteina de filamento
intermediéario, sendo o principal constituinte do citoesqueleto dos astrdcitos e conhecidamente
utilizado como marcador de diferenciacdo dessas celulas, hd mais de 30 anos (ENG, 1985;
OBERHEIM; GOLDMAN; NEDERGAARD, 2012; TAFT; VERTES; PERRY, 2005). Sua
expressao por linhagens de melanoma de forma basal também ja havia sido reportada num
estudo sobre os padrdes de diferenciagdo neural nos melanomas (IYENGAR; SINGH, 2010).

Este trabalho mostrou que quase 70% dos tumores na fase de VGP expressam um ou mais
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marcadores neurais, como GFAP, sinaptofisina ou a proteina do neurofilamento e, destes,
69,2% marcaram GFAP.

Como visto no item 2.1.3, a fase de progressdo do melanoma denominada VGP é
principalmente caracterizada pelos comportamentos migratorio, angiogénico e invasivo, devido
a habilidade proliferativa para diferentes direcdes e que estdo presentes nas trés linhagens de
melanoma escolhidas no presente trabalho (IYENGAR; SINGH, 2010). Uma das hipéteses para
a expressdo de marcadores especificos de neurdnios e astrdcitos por células de melandcitos foi
reportada por Sommer, em 2011, seria devido a origem em progenitores da crista neural, mas
tal comportamento em células de melanoma ainda n&o foi confirmado como tendo a mesma
explicacdo (SOMMER, 2011). Apesar de ainda ndo ser confirmada a causa da expressédo de
marcadores tdo diferenciados no melanoma, certamente caracteriza a afinidade entre esses

diferentes tecidos.

A expressdo protéica do MITF pelas células de melanoma isoladas em paralelo com a
menor expressdo protéica do BRN2 (Figuras 18 e 19) corrobora o fato de que essas células
estdo em proliferacdo ativa (Figura 20: KI67+), mas sem estimulos que as induzam a um estado
de invasdo. Simmons et al., reportaram inclusive que a expressao de BRN2 para manutencéo o
crescimento tumoral primario € dispensavel, sendo necessario apenas 0 MITF (SIMMONS et
al., 2017). A maior expressao de BRN2 pela linhagem SKMEL-28 pode caracterizar um perfil
mais invasivo das subpopulacgdes dessa linhagem. De forma basal, temos ent&o que as linhagens
de melanoma isoladas escolhidas para o estudo estavam num fenétipo MITFHICH/BRN2LOW ¢
que qualquer mudanca nesse status seria relacionada as interacdes com as células e fatores

secretados do microambiente metastatico em estudo.

A expressao proteica de KI67 pelas quatro linhagens tumorais mostrou que 0 processo
de proliferacdo se encontrava mantido e ativo, estando as células com o comportamento
proliferativo padrdo do contexto tumoral (Figura 20). Interessantemente, a linhagem SKMEL-
28 foi a Unica que apresentou uma marcacao do K167 com localizagdo citoplasmatica, enquanto
as outras apresentaram a localizacdo nuclear comum. O KI67 é uma proteina extensamente
utilizada como marcador de proliferacdo celular ha décadas. Sua expressdo por células em
intérfase, bem como em mitose, promove uma variacdo na distribuicdo celular durante a
progressao do ciclo celular, entretanto sempre com localizacdo nuclear (SUN; KAUFMAN,
2018).

Entretanto, j& foi demonstrado que a proteina inteira do KI67 ndo fica associada a

cromatina, pois apos a quebra da membrana nuclear durante a divisdo celular, parte do KI67 se
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distribui de forma difusa pelo citoplasma (SCHOLZEN T; J, 2000). Mais recentemente, um
estudo reportou que o KI67 é necessario para manutencdo dos cromossomos mitoticos
individuais dispersos no citoplasma apds sua liberacdo do envelope nuclear, através de um
mecanismo surfactante (CUYLEN et al., 2016).

A singularidade de apenas uma linhagem de melanoma ter apresentado a marcagao do
KI67 de forma citoplasmatica requer confirmacdo através de outros ensaios acerca da
capacidade proliferativa da linhagem, inclusive por outros marcadores desse processo celular,
bem como através de outros clones imunogénicos de anticorpos a-KI67 pela mesma técnica de

imunofluorescéncia.

As culturas cerebrais primarias corticais mistas sdo um tipo de cultura que muito se
aproxima de um microambiente cerebral in vivo, dado que ela apresenta todos os tipos de células
diretamente oriundas e presentes no tecido cerebral cortical (DE VELLIS; COLE, 2012). A
caracterizacdo das culturas primarias mostrou que as mesmas se encontravam em um estado
proliferativo normal (KI67+), tanto nas culturas mistas (Figura 21), com a presenga de
neurdnios (B-Tub I11+) e astrocitos (GFAP+), bem como nas culturas dos astrécitos isolados
(Figura 22 — B-Tub I11-). A marcagdo de GFAP num amplo citoplasma demonstra a maturidade
dos astrocitos em ambas as condi¢des de cultura primaria, bem como a ndo presenca de
astrdcitos reativos, evidenciando de fato uma cultura saudavel e sob pardmetros experimentais

adequados.

Nas co-culturas em células mistas foi possivel observar no merge que o marcador B-Tub
I11 prevaleceu frente a marcagdo do GFAP pelas linhagens de melanoma, ao contrario do que
aconteceu com a linhagem PANC-1, a qual teve essa expressdo reduzida, tanto em 24 como 48
horas (Figura 23). Ja nas co-culturas sobre os astrocitos isolados, observou-se uma co-cultura
bem estabelecida onde as linhagens tumorais também apresentaram suas coldnias como
esperado, dada a importancia dos astrocitos na metastase cerebral (Figura 26) (ALECKOVIC;
KANG, 2015; KLEIN et al., 2015).

Com as co-culturas estabelecidas e caracterizadas, deu-se a analise do possivel efeito da
interacdo direta entre as linhagens de melanoma e as células do nicho metastatico, seja na
condicdo mista, seja dos astrocitos isolados, sobre a expressao protéica de MITF. No caso das
culturas mistas, apesar de ndo haver diferenca significativa entre a marcacao basal apresentada
pelos melanomas e as co-culturas de 24 e 48 horas, tivemos tendéncias de comportamento
dentro da heterogeneidade celular de cada linhagem. Enquanto a A375 expressou uma leve

tendéncia de aumento de células positivas para MITF, a UACC62 e a SKMEL-28 apresentaram
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uma tendéncia a reducdo do fator de transcricdo, mas nenhum resultado com significancia

estatistica (Figura 24).

Esse dltimo resultado segue de acordo com diversos trabalhos que relatam que o
estabelecimento da metastase é caracterizado por uma reducdo da expressao desse marcador,
onde um estado de invasdo maior que de proliferacdo ou diferenciagdo ocorre no fenétipo
MITF-°W (FANE et al., 2017b; SMITH et al., 2018; WELLBROCK; AROZARENA, 2015b).
Entretanto, destaca-se que a reducdo proteica de MITF nédo deve ser relacionada com reducéo
direta da proliferacdo celular, podendo ser reducdo de outros fen6tipos como diferenciacdo ou
senescéncia (VLCKOVA et al., 2018).

Assim, um dos principais achados em um modelo de metastase € o aumento da
quantidade de células BRN2+, que na verdade precede e regula a diminuigdo de MITF (FANE
etal., 2019). Na figura 25, vemos que, tanto em comparacdo a expressao basal, como em relacédo
as interaces estabelecidas entre 24 e 48 horas de co-cultura, a intervencao sobre células mistas
promoveu um aumento de células positivas para BRN2. A linhagem A375 foi a que mais teve
aumento desse fator de transcricdo, mas as trés apresentaram aumento significativo entre 24 e
48 horas, mostrando que ao microambiente promoveu uma modulacéo na expressdo do BRN2.
Esse aumento relativamente tardio do BRN2 na co-cultura explica a reducdo nao significativa
do MITF no mesmo periodo, 0 que poderia ocorrer caso a co-cultura fosse mantida por um
periodo maior que 48 horas.

Por outro lado, os astrdcitos foram capazes de reduzir significativamente a quantidade
de células MITF+ na UACC62 e SKMEL-28 quando a interacdo entre eles e as linhagens de
melanoma foi isolada, indicando uma via funcional na qual de fato eles facilitam a invaséo
metastatica (Figura 27). Contudo, ao analisar o ganho de capacidade invasiva dos melanomas
com a expressdo protéica do BRN2, vemos que 0s astrocitos induziram o aumento da expressao
desse marcador pelos melanomas quando comparado a condi¢do basal das linhagens isoladas,
mas apresentaram uma tendéncia de reducao de 24 para 48 horas de interacdo nas trés linhagens,

sendo significativo na linhagem UACC62 (Figura 28).

Ao analisar o efeito das interacdes indiretas, ou seja, o efeito do MC, entre as linhagens
de melanoma e as células da cultura primaria, percebeu-se que tanto as células mistas como 0s
astrdcitos isolados também exercem influéncia sobre a expressdo protéica do MITF e BRN2
pelo melanoma, através de fatores soltveis (Figura 30). Os fatores sollveis produzidos pelas

células mistas foram capazes de induzir a reducdo de MITF nas primeiras 24 horas, enquanto
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os fatores oriundos especificamente dos astrocitos tiveram influéncia significativa mais tardia,

com 48 horas de exposicao, ambos nas trés linhagens de melanoma.

Esse mesmo MC de células mistas e de astrécitos também foi capaz de induzir o
aumento na expressao protéica de BRN2 pelas células de melanoma, sendo mais intenso o efeito
do microambiente representado pelas células mistas, aumentando a quantidade de células
positivas para o fator de transcricdo em quase todas as condi¢Ges. Os resultados também
mostraram que os astrocitos produziram um efeito mais heterogéneo, tanto entre as condigdes

como entre as linhagens, apesar de também induzirem o aumento da expressao.

Diante desses resultados, percebe-se que os astrocitos atuam facilitando a metéstase ao
reduzir a capacidade de diferenciacéo, proliferacdo e senescéncia que o MITF confere as células
de melanoma, feito que o microambiente como um todo ndo é capaz de fazer nas interacbes
diretas iniciais da co-cultura. Entretanto, os astrocitos ndo sdo capazes de isoladamente
interferir na expressao protéica do BRN2, responsavel de fato pelo perfil metastatico e invasivo,
além das 24 horas iniciais, onde o microambiente foi muito mais eficaz em permitir que o

melanoma alterasse seu perfil em relacdo a expressdo desse fator de transcricao.

Sendo 0 BRN2 um dos principais reguladores da expressdo do MITF, além do proprio
microambiente, como os astrdcitos, entende-se que € necessario inicialmente haver um aumento
na sua expressdo para que, posteriormente, num perfil BRN2H'SH o MITF seja reduzido para
um perfil MITFLOW (AHMED; HAASS, 2018; WELLBROCK; AROZARENA, 2015a). Ao
mesmo tempo, entende-se que na heterogeneidade intrinseca intratumoral do melanoma, a
flexibilidade comportamental pode ndo refletir esse perfil fenotipico, onde num status de
invasdo a repressdo de BRN2 sobre MITF pode ser suspensa, prevalecendo entdo caracteristicas
reguladas pelo MITF como proliferacdo e crescimento no sitio metastatico (PINNER et al.,
2009). Analises da expressdo de proteinas como E-caderina, N-caderinas e Vimentina poderiam
elucidar melhor qual o comportamento fenotipico durante o estabelecimento da metastase das

linhagens de melanoma utilizadas.

Em relacdo ao efeito inverso, do MC de linhagens de melanoma sobre culturas
primarias, foi possivel observar a expressdo protéica de MITF pelos astrocitos, especialmente
apos exposicdo por 48 horas aos fatores soluveis tumorais (Figura 29). Essa mesma expressdo
ndo foi detectada quando as células mistas estavam expostas ao MC de melanomas, mostrando

que é uma interacdo especifica com os astrocitos.

O papel dos astrocitos no estabelecimento da metastase cerebral ainda permanece dual,

posto que inicialmente eles parecem tentar proteger o cortex cerebral das células invasoras, ao
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secretarem moléculas indutoras de apoptose (VALIENTE et al., 2014), mas ao mesmo tempo
secretam heparanase e interleucina-23, as quais facilitam a passagem das células tumorais pela
BHE (KLEIN etal., 2015; MARCHETTI; LI; SHEN, 2000; MURRY et al., 2006). Entretanto,
0s astracitos presentes mais proximos da BHE sdo os mais influenciados pelas células tumorais
e pelos fatores sollveis que as mesmas liberam com a finalidade de induzir as células do nicho
pré-metastatico a facilitarem sua passagem e o estabelecimento do processo metastatico
(TUCCI et al., 2018). Induzir os astrdcitos a expressarem um fator de transcri¢cdo do melanoma
pode ser uma das vias que esse tumor utiliza para se beneficiar do importante papel dos

astrocitos no cérebro.

De Oliveira Barros e colaboradores (2014) também fizeram um ensaio analisando o
efeito do MC de células de prdstata sobre astrocitos, encontrando reducéo de proliferagéo.
Entretanto, nenhuma varia¢do morfoldgica ou de marcadores celulares especificos do tumor de
préstata em estudo sendo expressos pelas células da glia foi relatado (DE OLIVEIRA BARROS
etal., 2014).

Apesar do MC das linhagens tumorais ndo ter alterado a expressdao do marcador de
proliferacdo KI67 pelas células da cultura primaria, o efeito contrario foi observado. O MC
oriundo de células mistas e de astrécitos aumentou a proliferacdo das linhagens de melanoma,
enquanto reduziu a proliferacdo de PANC-1 (Figuras 31 e 32). Os astrocitos tiveram maior
influéncia na proliferacdo dos melanomas quando seu MC foi exposto por 24 e 48 horas, ndo
tendo significancia na exposicdo de 48 horas. J& a células mistas, tiveram maior inducdo da

proliferacédo nas trés linhagens apenas nas 24 horas iniciais.

Este resultado sugere que talvez os astrocitos presentes mais préximos da BHE possam
de forma mais proxima das células tumorais exercer um aumento na proliferacdo das células
tumorais logo quando elas atravessam a barreira. Essa hipotese também se relaciona com o fato
de que os astrocitos foram mais influentes na reducdo da expressdao do MITF, que além de
regulador da proliferacdo, também é regulador da senescéncia celular tumoral que caracteriza
essas células tumorais circulantes pré-metastaticas (AROZARENA; WELLBROCK, 2017;
FERRETTA et al., 2016).

A capacidade das células do nicho pré-metastatico diferenciarem tumores que
metastizariam naquele nicho, favorecendo assim sua proliferacdo ou ndo, ja havia sido
demonstrada. De Oliveira Barros e colaboradores (2014), analisou o efeito do MC de astrocitos
isolados sobre a proliferacdo de uma linhagem de tumor de prostata e uma de células de

linfonodo saudaveis. Neste trabalho, verificou-se que os fatores soltveis liberados pelos
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astrdcitos favoreceram a proliferacdo do cancer de prostata, apenas a partir de 48 horas, e ndo
tiveram efeito sobre as células saudaveis (DE OLIVEIRA BARROS et al., 2014).

Através da analise da presenca de TGF-B, esse mesmo grupo mostrou que esse fator € o
responsavel pela supressdo tumoral nas primeiras 24 horas, enquanto que a partir das 48 horas
de exposicao o fator € reduzido e a proliferagdo é entdo aumentada de forma significativa (DE
OLIVEIRA BARROS et al., 2014). No caso do presente trabalho, em nenhuma condi¢do o MC
de células mistas ou de astrocitos ndo favoreceu a proliferacdo dos melanomas na interacao
indireta, podendo ser um diferencial para essa metastase, visto que tumores de préstata tém
taxas muito baixas de metéstase cerebral (FERLAY et al., 2015; INCA, 2017).

Do mesmo modo, apesar de MITF ser um dos reguladores do processo proliferativo do
melanoma, também ja foi demonstrado que sua reducgdo na expressdo ndo significa reducdo na
proliferacdo (VLCKOVA et al., 2018). Assim como vimos no nosso trabalho, onde houve uma
reducdo de MITF nos melanomas expostos ao MC de células primarias, mas um aumento da
proliferacdo nesses mesmos melanomas expostos a esse mesmo MC. Paralelo a reducdo de
MITF durante 0 aumento da proliferacdo, também foi visto o aumento de BRN2 quando as
células de melanoma foram expostas ao MC de células primarias, assim como ja foi
demonstrado que o BRN2 também pode controlar o processo proliferativo dos melanomas
(GOODALL et al., 2004).

Sendo a migracdo tumoral outro passo essencial para o estabelecimento da metastase, o
trabalho também se propés a analisar o possivel efeito do favorecimento migratério que o MC
de células primarias poderia exercer sobre as linhagens tumorais (Figura 33). A reducdo da
porcentagem de area livre reflete a capacidade migratdria das células tumorais. Enquanto o MC
de astrocitos isolados e células mistas ndo promoveu nenhuma alteracdo na migracdo das

células tumorais pancreéticas, 0 mesmo ndo ocorreu com as linhagens de melanoma.

Os astrocitos isolados demonstraram novamente ter um papel crucial no nicho pré-
metastatico ao induzir a migracdo das trés linhagens de melanoma, ao passo que as células
mistas do microambiente cerebral induziram a migracdo da A375 e SKMEL-28. O papel do
BRN2 no processo migratorio ainda é controverso na literatura. Fane et al. reportaram que o
BRN2 seria crucial para o processo migratério das células de melanoma, corroborando nossos
achados onde o0 mesmo MC de células primarias que aumentou a expressao desse fator de
transcricdo também aumentou a migracdo tumoral (FANE et al., 2017b). Por outro lado,

Simmons et al., demonstraram que MITF seria o fator mais importante para a migracao, onde
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a mesma foi analisada durante o silenciamento de BRN2, sendo necessaria a presenca
significativa do MITF (SIMMONS et al., 2017).

Além da importancia do estudo da metastase cerebral, o presente trabalho também
analisou a potencial atividade antitumoral de um derivado imidazacridinico contra o0 melanoma.
Inicialmente, 0 ensaio de citotoxicidade in vitro demonstrou que o ACO5 é citotdxico e seletivo
contra a linhagem UACCG62 (1S=3,53), sem alterar a viabilidade celular da cultura mista (Figura
34).

Chagas, 2016, havia demonstrado que o derivado imidazacridinico é citotoxico contra
linhagens de cancer de mama MCF-7 (ICsp = 42uM), MDA-MB231 (I1Cso = 27,5uM) e MCF-
10A (ICso = 28,5uM), apresentando IS > 3 para as duas ultimas linhagens. O trabalho também
mostrou que o mecanismo de a¢do induzido apos o tratamento com o composto na sua dose de
ICs0 contra a MDA-MB231 se deu através de indugdo da morte por apoptose e arraste do ciclo
celular. Contra linhagens de leucemia e linfoma, o ACO5 além de ser citotoxico e seletivo,
também atuou por meio da apoptose, arrasto do ciclo celular e inibicdo da atividade da
Topoisomerase Il (CHAGAS, 2016).

No presente trabalho, a analise da expressao protéica apos o tratamento com o AC05
durante 48 horas mostrou que o derivado induziu o aumento da expressdo de supressores
tumorais como PAR-4 e BID, embora os resultados sejam preliminares (Figura 35). Martins,
2017, analisou por expressao génica proteinas relacionadas as possiveis vias de morte utilizadas
pelo ACO5 contra a linhagem UACC62, demonstrando que apo6s 6 horas de tratamento na
concentracdo de ICso, 0 ACO5 induziu apoptose das células de melanoma, aumentando a
expressao de PAR-4 em 8 vezes, BID em 6 vezes e p53 em 5,5 vezes, todas em relacdo ao néo
tratado (MARTINS, 2017 dados ainda ndo publicados).

PAR-4 (do inglés: Prostate apoptosis response-4) é um gene pré-apoptotico,
relacionado a inibicdo da proliferacdo celular de cancer de mama e de préstata, dentre outros,
devido a sua capacidade seletiva de promover apoptose apenas de células tumorais
(BURIKHANOQV et al., 2009; PEREIRA et al., 2013). Ha pouquissimos estudos relacionando
0 PAR-4 no melanoma, mas Lucas et al. demonstraram que a inducdo da superexpressao do
PAR-4 foi capaz de reduzir o desenvolvimento tumoral de células A375 em um xenoenxerto
(LUCAS et al., 2001).

PAR-4 seletivamente induz a morte celular de células tumorais por diversas vias: atravées
da translocacédo de Fas ligante para a membrana celular, através da ativagdo de caspases 3 e 8

apos ligacdo com GRP78, pela clivagem de BID, resultando na ativacdo de Bax, pela inibigédo
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de proteinas relacionadas a sobrevivéncia celular como PKC e Akt (SANTOS et al., 2019). A
maior expressdo e localizacdo nuclear de PAR-4 em tumores de mama tém sido relacionados
ao processo apoptotico, bem como a reducdo da proteina anti-apoptética Bcl-2 (CHEEMA et
al., 2003).

No presente trabalho, o tratamento do AC05 em células de melanoma também provocou
0 aumento de Bcl-2, como resultado preliminar. BCL-2 é uma familia de genes que regulam o
balanco entre vida e morte celular, tendo proteinas pro- e anti-apoptéticas (WALENSKY, 2019;
YOULE; STRASSER, 2008). A proteina Bcl-2 esta presente na membrana externa
mitocondrial e é relacionada as vias anti-apoptoticas, as quais sdo associadas & mutacdo BRAF
do melanoma, sendo resultado da ativacdo da cascata de fosforilacdo de RAS-MEK-ERK
(CHIPUK, 2015; YOULE; STRASSER, 2008).

O aumento de uma proteina responsavel por uma via anti-apoptética pode ser resultado
da reacdo tumoral devido ao aumento de proteinas pré-apoptoticas induzido pelo ACO5.
Serasinghe et al., j& demonstraram que frente a um tratamento antitumoral que induz morte por
apoptose, o tumor pode reagir ativando outras vias, como a Bcl-2, como um mecanismo de
defesa (SERASINGHE et al., 2015). A presenca de MITF também ja foi relacionada com a
ativacdo de vias indutoras da expressdo de Bcl-2, como prote¢do do tumor (NAJEM et al.,
2017).

BID (do inglés: BH3 Interacting-domain Death agonist) também é um gene relacionado
a inducédo de morte, o qual ao ser clivado, ativa outras duas moléculas da familia BCL-2, Bax
e BAK, responsaveis pela formacao do aptossomo na via apoptética (ICHIM; TAIT, 2016). Da
mesma forma, p53 é um conhecido supressor tumoral por ter importantes funcfes no controle
da sobrevivéncia celular e mecanismos de reparos no DNA (RAY et al., 2016). No melanoma,
ja foi demonstrado que novas abordagens terapéuticas que resultam no aumento de p53 e Bax
tém promissor potencial antitumoral, servindo também de marcadores de prognostico
(RAMADAN et al., 2019).

Apesar de serem resultados preliminares, se confirmados, 0 aumento desses supressores
tumorais pelo ACO5 corrobora o potencial de sua atividade antineoplasica frente ao melanoma

e traz luz a alguns mecanismos de acao desse composto que devem ser investigados.

No ensaio in vivo, o derivado reduziu significativamente o volume e o0 peso dos tumores
inoculados nos animais (Figura 36). De acordo com a metodologia, 0 ensaio in vivo deve
prosseguir até que algum animal alcance o volume tumoral de 1cm? ou que por questdes éticas

decida-se interromper o método. Os tratamentos chegaram a durar um maximo de duas
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semanas, mas mesmo em pouco tempo, o AC05 demonstrou significativa reducéo da velocidade

de crescimento dos tumores (p<0.0001).

Guillermo-Lagae e colaboradores (2017) demonstraram um tratamento com um
fitoquimico chamado honokiol (C1sH1802), durante duas semanas, o qual também reduziu o
crescimento tumoral de UACC62 em camundongo, mas com uma significancia mais branda
(p<0,5) e onde foi permitido que os tumores crescessem até 3cm® (GUILLERMO-LAGAE et
al., 2017). Du e colaboradores (2014), também utilizando um modelo xenografico com
UACC62 em camundongos, analisaram o tratamento desses animais com um metabdlito de
fungos chamado Preussiadina A. O trabalho demonstrou uma Gtima atividade antitumoral
previamente in vitro, mas in vivo provocou diversos efeitos colaterais nos animais como perda
de peso e desnutricdo e, em sua dose maxima tolerada ndo promoveu reducdo no crescimento

tumoral de forma significativa (DU et al., 2014).

A analise das imagens em HE (Figura 37) representando as extensas areas necroticas no
grupo tratado com o ACO5 juntamente com a presenca de infiltrado de linfocitos sugere que o
composto ative uma resposta imune, vista nesse infiltrado. Tal achado pode significar uma
defesa imunogénica ativada pelo tratamento, fortalecendo o sistema imunolégico do individuo

ao passo que afeta o tumor de uma forma geral.

Nas Ultimas décadas, os modelos animais com xenoenxertos em camundongos nude tém
proporcionado um grande avango nos estudos para descoberta de novos agentes com efeitos
antitumorais, além da biologia tumoral de forma geral. As vantagens de um modelo xenografico
é a possibilidade do uso de células tumorais humanas, permitindo a predilecdo da resposta
tumoral humana as drogas que estdo sendo testadas (KUZU et al., 2015).

Outra vantagem é a facilidade de desenvolvimento do modelo e a producéo de resultados
em poucas semanas-meses. Entretanto, se por um lado, a imunodeficiéncia € uma vantagem
para o rapido desenvolvimento do modelo, este mesmo fator € uma desvantagem no quesito de
geracdo de um microambiente adequado, exatamente pela falta das interagcfes com o sistema
imunoldgico, o qual sabe-se que participa ativamente do processo metastatico (IZRAELY et
al., 2018; JANSSEN et al., 2017; SANMAMED et al., 2016). De forma geral, o alto custo para
geracdo, criacdo e manutencdo desses animais ainda é o maior obstaculo para seu uso de forma

mais abrangente.

Os diversos modelos existentes, tanto in vitro como in vivo, apresentam cada qual sua
particularidade com vantagens e limitagdes, ndo existindo um Unico modelo que sirva a todas

as necessidades e que seja acessivel a todas as frentes de pesquisa contra o cancer primario e a
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metastase. Assim, o presente trabalho, se propds a tratar a co-cultura de UACC62 sobre a
cultura primaria com o derivado imidazacridinico AC05, dada sua atividade antitumoral contra

essa linhagem de melanoma isolada.

Os resultados iniciais mostraram que o tratamento de 48 horas no microambiente
composto pelas células mistas apresentou melhores resultados antineoplasicos do que quando
o0 tratamento foi na co-cultura apenas sobre os astrocitos isolados, em relagcdo a expressdo do
marcador de proliferacdo K167 (Figura 38). Essa mesma condicdo de tratamento no
microambiente celular misto também mostrou uma realocacdo do PAR-4 nas células de
melanoma, do citoplasma para o nucleo (Figura 39). A translocacdo de PAR-4 induzida pelo
ACO05 no modelo de metastase, bem como os resultados anteriores de Martins, 2017, onde o
ACO05 aumentava a expressdao do gene responsavel pela producdo de PAR-4 indica a ativagédo

de uma importante via de morte por esse derivado imidazacridinico.

O estudo do processo metastatico no cérebro é mais reportado na literatura através de
co-culturas sobre os astrocitos (CHEN et al., 2016; DE OLIVEIRA BARROS et al., 2014;
LANGLEY; FIDLER, 2013) . E inegavel que os astrocitos tém um papel essencial nessa
progressao tumoral, entretanto a interrelacdo dos mesmos com as demais células no cérebro
também € essencial. Diante da tamanha importancia dos astrocitos no tecido cerebral,
certamente o0 resultado de sua interagdo com células tumorais também é dependente e

influenciadora das interacdes com as demais células do microambiente metastéatico.

Comparar o papel dos astrdcitos quando interagem com as células tumorais, direta ou
indiretamente, de forma isolada e dentro do microambiente foi o principal resultado do trabalho
aqui apresentado. Ao mostrar que os astrdcitos no microambiente, o qual de fato interage com
o tumor, apresenta resultados diferentes de quando as interacdes séo isoladas mostrou, mais
uma vez, a importancia do estudo do microambiente com todas as células, componentes da
matriz extracelular e demais moléculas que participam ativamente do estabelecimento do

processo pré e metastatico.
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6 CONCLUSAO

Entender o processo metastatico, na complexidade especifica de cada subpopulacédo
tumoral e cada nicho metastatico possivel, € uma das questdes mais urgentes dentro da
problematica do cancer atualmente. Um modelo de metéstase cerebral de melanoma para ser
utilizado como ferramenta terapéutica, precisa ser caracterizado inicialmente em suas
particularidades celulares, dadas suas limitagdes como modelo de estudo.

O cérebro como nicho pré-metastatico foi caracterizado no modelo quanto aos seus
componentes celulares, neurdnios e astrocitos, bem como quanto a demais marcadores como
proliferativo, através do KI67, e da presenca de células com potencial de diferenciacéo, atraves
da Nestina. Com o ambiente metastatico estabelecido, as co-culturas sobre células mistas e
astrocitos isolados também apresentaram os marcadores dos componentes celulares.

Além disso, a caracterizacdo das co-culturas demonstrou que o modelo tem
caracteristicas comuns aos modelos in vivo e demais modelos in vitro demonstrados na
literatura, especialmente no que concerne a expressao de MITF e BRN2. A expressdo de tais
fatores de transcricdo de acordo com o processo metastatico foi imprescindivel, dada a
importancia dos mesmos como principais reguladores da TEM do melanoma.

A analise do efeito dos fatores soltveis do tumor primario sobre o nicho pré-metastatico
mostrou que o melanoma é capaz de modular os astrdcitos para que 0S mesmos passem a
expressar o MITF, podendo servir como importante instrumento para o estabelecimento da
metéstase nesse nicho.

Por sua vez, o nicho pré-metastatico cerebral também foi capaz de influenciar o tumor
primario em importantes processos pré-metastaticos como proliferacdo e migragdo tumorais,
onde os astrdcitos isolados exerceram maior influéncia que as células mistas. Tal modulagéo
ainda se mostrou seletiva, ao ndo ter os mesmos efeitos sobre PANC-1, uma linhagem que ndo
tem o cérebro como sitio metastatico comum.

Paralelamente, a andlise do derivado imidazacridinico AC05 no contexto antitumoral
mostrou uma seletividade citotdxica para a linhagem UACC62 in vitro, enquanto ndo teve efeito
sobre a viabilidade celular das células cerebrais. A anlise da expressdo protéica apos 48 horas
de tratamento mostrou uma maior expressao de proteinas relacionadas a supressao tumoral, a
saber PAR-4 e BID. No modelo animal, o derivado em estudo se mostrou capaz de reduzir a
velocidade de crescimento tumoral in vivo, demonstrando seu potencial contra 0 melanoma
primario agressivo.

A fim de validar o modelo de metastase cerebral como possivel ferramenta terapéutica,

a imunofluorescéncia demonstrou que o ACO05 reduziu a expressdo de um marcador de
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proliferacdo celular apenas na co-cultura com células mistas. Tal resultado, juntamente com a
realocacdo de um importante marcador de supressao tumoral do citoplasma para o nucleo
também apenas nas co-culturas sobre células mistas reforcam o papel do microambiente como
colaborador ativo das abordagens terapéuticas utilizadas.

Os estudos in vitro reportados na literatura trazem o papel dos astrdcitos isolados em
co-culturas com o melanoma, a fim de analisar seu papel na metastase. Entretanto, a partir dos
resultados aqui apresentados, o diferencial de uma cultura mista mostrou toda a influéncia do
microambiente, inclusive a influéncia real dos astrocitos, os quais demonstraram resultados
distintos de quando analisados isoladamente.

O mesmo modelo in vitro se mostrou Util como ferramenta terapéutica em ensaios
iniciais sobre a atividade antitumoral e antimetastatica de um novo composto. Por sua vez, o
derivado imidazacridinico AC05 se apresentou com um promissor potencial antineoplésico,
tanto contra melanomas primarios, como na complexidade metastatica, ao ativar importantes
vias de morte celular, mesmo necessitando ainda de estudos mais aprofundados acerca de seu
mecanismo de acao.

Conclui-se assim que o modelo aqui proposto e caracterizado pode ser utilizado como
ferramenta no estudo do comportamento da metastase cerebral de melanoma, bem como para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas contra essa patologia. Da mesma forma, os
efeitos antitumorais do AC05 contra 0 melanoma primario e na metastase atingiram o resultado

esperado e merecem ser analisados a nivel de mecanismo de agéo.

Figura 40. Imagem representativa da concluséo.
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7 PERSPECTIVAS

Para finalizar as andlises quantitativas referentes a caracterizacdo do modelo de
metastase cerebral de melanoma, faz-se necessario quantificar as proteinas MITF e BRN2 pela
técnica de western blotting, bem como outras proteinas presentes na transicdo epitélio-

mesénquima como caderinas e vimentina, MMPs e supressores tumorais como 0 PAR4.

Em relacdo a avaliacdo da atividade antineoplasica do derivado imidazacridinico frente
ao melanoma in vivo, uma anélise pela técnica de microarray esta sob andlise das principais
vias moduladas pelo ACO5, para posterior validacéo através de imuno-histoquimica e western
blotting. Assim, sera possivel entender como o AC05 promove a morte do melanoma primario,

dentro das caracteristicas da linhagem UACC62.

Apds estes resultados sera possivel aprofundar as analises sobre o potencial antitumoral
do ACO5 dentro do modelo de metastase estabelecido e caracterizado, validando também sua
utilizacdo como ferramenta terapéutica para o estudo desse problema de salde publica tdo

alarmante.

Figura 41. Fluxograma dos materiais métodos utilizados nas perspectivas em italico.
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Abstract

Molecules bearing indole nuclens present diverse biological properties such as
antitumor and anti-nflammatory activities that can be associated both to DNA and
protein interactions. This smdy aimed to the synthesis of new indole derivatives with
thiazolidines and imidazolidine rings condensed as side chains besides the evaluation of
their ability to interact with the DNA and antitumor and topoisomerase inhibition
activities. All denvatives were successfully synthesized and their structures were
elucidated by mass spectrometry (MS), infrared (IR). spectroscopy "H NMR. € NME_
COSY "H-'H and HSQC 'H-"C. The antitumer activity was evaluated against different
cancer cell lines using the antiproliferative MTT assay. The ability of DNA binding was
analyzed by absorption spectroscopy and fluorescence techmique using ethidiom
bromude (EB) as a fluorescent probe. Changes were observed i spectroscopic
properties of the compounds after mteracting with ctDNA (calf thyvmus DNA), with
hypochromic and hyperchromuc effects, besides blue or red shifis m the maxima of
specira. The indole dervative 5-(1H-Indol-3-ylmethvlene)-thiazolidin-2 4-dione (4c)
was the best in antitumor assay against the breast line tested (T47D). with ICsy value
lower than the positive control. doxorubicin (1.93 and 4 .61 puM, respectively). On the
other hand. the compound 3-amino-5-(1H-indol-3-ylmethvlene)-2-thioxo-thiazolidin-4-
one (4a) was active against leukemia cell lines (HL60 and K562) with the high value of
the DNA binding constant, Kb of 5.69 x 10*. However. this compound (4a) did not
inhibit the topoisomerase 1 activity evaluated by relaxation assay. These results show
that the indole nucleus contnibute to the mcorporation of molecules mto the DNA.
Moreover, it was highlighted that basic side chains. such as thiazolidines and
imidazolidines, and free amino group. are relevant for design of promusing antitumor
and DNA binding compounds.
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Abstract

Post-translational and co-translational enzymatic addition of ghans (glycosylation) to
proteins, lipids, and other carbohydrates, is a powerful regulator of the molecular machinery
imvalved in cell cycle, adhesion, invasion, and signal transduction, and is usually seen in both
in vive and in vitro cancer models. Ghyoosyltransferases can alter the glycosylation pattern of
narmal cells, subsequently leading to the establishment and progression of several diseases,
including cancer. Furthermare, a growing amount of research has shown that different oxygen
tensions, mainly hypoxia, leads to a markedly altered ghcosylation, resulting in altered glycan-
receptor imteractions. Aheration of intracellular glucose metabolism, from aercbic cellular
respiration to anaerobic ghycolysis, inhibition of integrin 3olp translocation to the plasma
membrane, decreased 1 2-fucosylation of cell-surface glycans, and galectin overexpression
are zome consequences of the hypoxic tumor microenvironment. Additionally, increased
expression of gangliosides carmying M-glycolyl sialic acid can also be significantly affected by
hypoxia For all these reasons, it is possible to realize that hypoxia strongly alters ghycobiologic
events within tumaors, leading to changes in their behavior. This review airms to analyze the
compledty and importance of glycoconjuegates and their molzoular interaction netwerk in the

hypoxic context of many solid tumers.
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Abstract: One of the greatest challenges of cancer therapeutics nowadays is to find selective targets
successfully. Prostate apoptosis response-4 (Par-4) 15 a selective tumor suppressor protein with an in-

teresting therapeutic potential due to its specificity on inducing apoptosis in cancer cells. Par-4 activity

ARTICLEHISTORY and levels can be downregulated in several fumors and cancer cell fypes, indicating poor prognosis

Received: August 07, 2018 and freatment resistance. Efforts fo increase Par-4 expression levels have been studied. including its
ﬁ;ﬁﬁ?&fﬁ;g:ﬁa use as a therapeutic protein by transfection with adenoviral vectors or plasmids. However, gene thera-
i ’ pv is very complex and still presents many hurdles to be overcome. We decided to review molecules
and drugs with the capacity to upregulate Par-4 and. thereby. be an alternative to reach this druggable
target. In addition. Par-4 localization and function are reviewed in some cancers, clarifying how it can
be used as a therapeutic target.
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RESUMO - O cancer é caracterizado por mais de 100 tipos
de doengas, e a evolugdo do conhecimento cientifico permitiu
um maior esclarecimento sobre as vias carcinegénicas,
amplinnde  conceitos anfes baseados apenas na
hiperproliferagdo celular, para conceifos mais complexos
como a mteragdo das células tumorais e o sistema imune.
Esse novo olhar permitiu o desemvolvimento de novas
abordagens ferapéuficas através da estimulagdo da
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ANEXO A - APROVACAO DO COMITE DE ETICA PARA USO DOS ANIMAIS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

\ fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 27 de outubro de 2015.
Oficio n°® 107/15

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof. Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo

Nucleo de Pesquisa para Inovacédo Terapéutica Suely Galdino — CCB
Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.012500/2015-09

Os membros da Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Estabelecimento de um modelo in vitro para o
estudo do microambiente do nicho pré-metastatico e metastase cerebrais como
ferramentas para a inovacgao terapéutica”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais séo
adotadas como critérios de avaliagao e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Animais: ratos heterogénicos Wistar; Idade: Atenciosamente,
progenitores adultos e seus neonatos de 0 a 3 dias; ,
Peso: 250-300g (adultos) e 7g (neonatos), Sexo: 40 1% // 1
machos e 120 fémeas; N° total de animais: 310 =
animais (160 progenitores e 150 neonatos).
Prof. Dr. Pedro V. Carell
Presidente da CEUA / CCB - UFPE

ere | SIAPE 1801584
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ANEXO B - APROVACAO DO COMITE NO USO ANIMAL DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO

kil Faculdads e Medicina da Universidads de 530 Paulo
MEDICINA Awanida Dr. Amaldo, 455
Er Facaemiou — 530 Pauo — 5P

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto intitulade “AVAITACAO DA
ATIVIDADE ANTITUMORAL in vitro e in vivo DE INEDITAS
TIOSSEMICAREBAZONAS, TIAZOLIMNOMNAS E TIAZOLIDINADIONAS"
protocolo 0o 16845 sob a3 respomsabilidads de Roger Chammas e Renata
Virgmmia Cavalcanti Santos, apresentado pels Departamento de Radiologia e
Oncologia - qQue envolve a produgao, manutencao e/ou wutilizacio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei no
11794, de B de owtobro de 2008, do Decreto no &8¢0, de 15 de julho de 20049, e
com as normas editadas pelo Conselho Macional de Comtrole da Experimentagio
Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAD DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) da Faculdade de Medicina da USP em reuniao de 02.12.15

Vigéncia do Projeta Margay 2016
Espérie/linhagem Camundonga Balb/c
N7 de animais B4

Peso Telasl= 7 SECTLAMAS

Sexo fBmeax

Origem Biotéria/ FMIUTSP

CEUA-FMUSP, o2 de Dezembra de 2015

Dr. Eduards Pompen
Coordenador
Comissdo de Etlca mo Uso de Animais

ComizsSo de Efca no Uso de Animals da FWUSP
el e s or





