UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

FRANCINE BITTENCOURT POTRICH

Complexos naturais altamente diluidos reduzem fenotipo metastatico de

células de melanoma murino (B16F10)

CURITIBA, 2014



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

FRANCINE BITTENCOURT POTRICH

Complexos naturais altamente diluidos reduzem fenotipo metastéatico de

células de melanoma murino (B16F10)

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacao
em Biologia Celular e Molecular, Setor de Ciéncias
Biolégicas, Universidade Federal do Parana, como
requisito parcial & obtencdo do titulo de doutor em
Biologia Celular e Molecular.

Orientador: Prof. Dr. Edvaldo da Silva Trindade

Coorientadora: Prof®. Dra. Carolina Camargo de
Oliveira

CURITIBA, 2014



AGRADECIMENTOS

Primeiramente devo agradecer aos meus pais e irmaos, que durante toda a trajetéria
académica me incentivou e apoiou. Pela disponibilidade; ajuda financeira; apoio
moral, emocional e espiritual. Sem isso nao é possivel fazer P6s Graduacéo.
Obrigada pela compreensédo nos meus momentos de auséncia como filha e irma!

Ao meu companheiro que participou dessa trajetéria e vivenciou profundamente
essa jornada, que € o doutoramento. Obrigada pela paciéncia, pelas sabias palavras
nos momentos certos e pelas distragbes importantes para o0 mantenimento de minha
sanidade mental, o seu amor e compreensédo foram fundamentais para o término do

trabalho.

N&o posso deixar de agradecer ao meu companheiro de “estudos in home”, Rocky,
mais conhecido como Rocky Balburdia. Sem ele, com certeza os dias de doutorado
nao seriam tao bons.

Aos meus orientadores pela oportunidade de trabalho. A troca de aprendizado entre
nos foi muito rica, ndo apenas no ambito profissional mas também no pessoal.

Aos meus colegas de laboratorio: Victor, Lucas, Stellee, Simone, Diogo, Aline,
Gustavo, Bia, Daniel, Jé, Katia, Flavia, Cléber e outros que passaram mas deixaram
coleguismo. Muito obrigada.

A Dorly e a Célia, professoras integrantes do grupo de pesquisa, que de uma forma ou de
outra contribuiram com seus conhecimentos, e também pelas risadas que demos, pois
vocés sdo muito divertidas!!

Ao meu amigo Thiago Jacomasso, pela super colabora¢éo e ensinamento (PCR, zimo...).
Muitissimo obrigada!

A Prof. Sheila Winnischofer, pela disponibilizacéo do laboratério, e por ser sempre muito
querida!

A0S meus amigos que transcendem o ambiente de trabalho, Maria Fernanda, Jana e Dani,
muito obrigada pelos momentos de lazer, pelos desabafos, vocés sdo importantes em
muitos momentos da minha vida!!!

Aos técnicos Israel e Alessandra, por serem sempre disponiveis e muito competentes!

Agradeco a todos os outros professores e profissionais que fizeram parte desse grande
trabalho!

A CAPES, CNPq e Fundac&o Araucaria pelo apoio financeiro.



“Perguntaram ao Dalai Lama:

- O que mais te surpreende na Humanidade?

E ele respondeu:

- Os homens... Porque perdem a saude para juntar dinheiro, depois perdem dinheiro
para recuperar a saude.

E por pensarem ansiosamente no futuro, esquecem do presente de tal forma que
acabam por ndo viver nem o presente nem o futuro. E vivem como se nunca fossem
morrer... e morrem como se nunca tivessem vivido”.



RESUMO

O melanoma € um tipo de céncer de pele altamente metastatico. Drogas
guimioterapicas convencionais usadas atualmente possuem efeitos limitados, assim,
terapias mais efetivas sdo necessarias. Este trabalho objetivou a investigacdo e
elucidacdo de possiveis mudancas nas caracteristicas das células de melanoma
B16F10, desencadeadas pelo tratamento in vitro com o0s complexos naturais
altamente diluidos (M1 ou M8). Para tanto, as células foram tratadas por 96 horas
com M1 ou com M8 e diversos parametros foram analisados, enfocando possiveis
alteracbes na expressao de mRNA de proteinas envolvidas na invasdo, migracao e
proliferacdo celular; bem como avaliagdo de moléculas envolvidas em espécies
reativas; na melanogénese e mecanismo de resisténcia a multidrogas. Por fim,
avaliagdo em glicoconjugados foi realizada. Os resultados mostram claramente que
o tratamento com M1 ou M8 reduz caracteristicas metastaticas importantes,
evidenciada, pela diminuicdo da expressao de metaloproteases (MT1-MMP, MMP-2
e MMP-9), e de sua atividade gelatinase; bem como da migracéo celular. Essa
ultima, foi, possivelmente, decorrente do aumento de espécies reativas de oxigénio
(ROS), liberagao de oxido nitrico (NO) e reducdo de NO intracelular. Curiosamente
esse efeito foi acompanhado pela reducédo na sintese de melanina e atividade e
expressao da tirosinase (TYR), bem como da expresséo génica da TYRP-1, TYRP-2
e do MITF. Por fim, observou-se reducdo do mecanismo de resisténcia a multidrogas
(transportadores ABC). Quanto aos glicoconjugados, houve uma clara reducéo da
secrecdo de acido hialurénico e da expressao génica de hialuronidases. Ainda, foi
evidente a reducdo da expressao génica de proteoglicanos e de enzimas que
modificam heparam sulfato. Esses resultados em conjunto sugerem que
caracteristicas fenotipicas metastaticas sdo modificadas pelo tratamento com M1 e
M8, justificando os resultados anteriores encontrados in vitro e in vivo. Assim, esses
complexos podem ser considerados candidatos promissores na terapia do cancer,
embora estudos mais aprofundados devam ser realizados para melhor entendimento
dos seus mecanismos de acao.

Palavras chaves: complexo natural altamente diluido, melanoma, migracéao,
metaloproteases, melanogénese, glicosaminoglicanos e proteoglicanos.



ABSTRACT

Melanoma is a highly metastatic skin cancer type. Conventional chemotherapy drugs
currently in used are of limited value, thus more effective therapies are needed. This
work aimed at investigation and elucidation of possible changes in tumor cell features
triggered by highly diluted natural complex (M1 and M8) in vitro treatment using
B16F10 melanoma cells. For this, cells were treated upon 96h with either M1 or M8
and several parameters were analyzed, focusing on possible changes in mRNA
expression of invasion related proteins, migration and proliferation; and evaluation of
reactive species; melanogenese and multidrug resistance mechanism. Finally,
glycoconjugates evaluation was performed. The results clearly demonstrated that M1
and M8 treatment accounts to reduction in metastasis related features important by
decreasing metaloproteases gene expression (MT1-MMP, MMP-2 and MMP-9), and
your gelatinase activity, as well as cell migration. The latter was, possibly due to
increased reactive oxygen (ROS), release of nitric oxide (NO) and reduction
intracellular NO. Interestingly this effect was accompanied by melanin synthesis
reduction and activity and expression reduction of tyrosinase (TYR), as well as
TYRP-1, TYRP-2 and MITF expression. Finally, was observed reduction of drugs
resistance mechanism (ABC transporters). As for glycoconjugates, there was a clear
reduction in the secretion of hyaluronic acid and the gene expression of
hyaluronidases. Still, it was evident the reduction of gene expression of
proteoglycans and heparan sulfate enzymes modifiers. Taken together these findings
suggest that metastatic phenotypic characteristics are modified by M1 and M8
treatment, justifying previous in vitro and in vivo findings. Thus these complexes can
be considered as promising cancer therapy candidates, although further studies
should be conducted to better understand their way of action.

Key-words: highly diluted natural complex, melanoma, migration, metalloproteases,
melanogenesis, glycosaminoglycans, proteoglycans.
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1 INTRODUCAO

O melanoma é a forma mais agressiva de cancer de pele e destaca-se por
possuir alta capacidade metastatica, representando um significante e crescente
problema de saude publica mundial. Além disso, esse cancer ndo é responsivo aos
tratamentos convencionais (quimioterapia ou radioterapia), 0s quais provocam varios
efeitos colaterais, reduzindo a qualidade de vida do paciente. Assim, uma estratégia
interessante para o tratamento do melanoma seria a utilizagdo de medicamentos
gue agissem de forma mudltipla, isto é, capazes de atingir diversos alvos, resultando
na reducédo ou inibicdo da capacidade metastatica. Nesse sentido destaca-se 0 uso
de complexos naturais altamente diluidos. Esses medicamentos compreendem uma
combinacdo de compostos diferentes, derivados de diversas matrizes, as quais séo
conhecidas por desencadear reacdes ou sintomas de uma determinada doenca,
mas que em alta diluichio podem atuar em sua cura. Estudos anteriores
demonstraram que os tratamentos com esses complexos apresentaram diversos
efeitos antitumorais em modelos de melanoma, dentre os quais se destacam: 1)
reconhecimento de células de melanoma por linfocitos; Il) reducdo do potencial
invasivo; Ill) reducéo da quantidade e do tamanho dos nédulos tumorais em modelo
de metastase pulmonar e IV) diminuicdo da expressdo de componentes da matriz
extracelular capazes de gerar um microambiente favoravel a neovascularizacao e
invasdo (GUIMARAES et al., 2009, 2010). Cabe destacar que n&do foi observada
nenhuma toxicidade nas concentracbes usadas. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar in vitro os mecanismos moleculares e celulares pelos quais 0s
complexos agem e que justifiguem a atividade antitumoral vista nos trabalhos
anteriores. Para isso, a acdo dos complexos em modular: a) a expressao de mRNA
de proteinas envolvidas na invaséo; b) a migracdo celular; c) a proliferacdo; d) a
alteracdo em espécies reativas; €) a viabilidade; f) a melanogenese; g) carboidratos
totais e h) proteoglicanos, foram objetivos do presente trabalho. Os canceres, assim
como o melanoma, possuem uma caracteristica em comum - a capacidade de
metastizar - isto €, as células do tumor primario migram através do tecido e invadem
orgados secundarios, colonizando-os. Assim, esse € 0 ponto critico para o
desenvolvimento da doenca. Terapias que consigam reduzir a capacidade migratoria

e invasiva sao potenciais agentes terapéuticos. Os resultados obtidos mostram que



13

todos os parametros que estdo alterados no melanoma, e sdo intimamente ligados
ao fendtipo metastético, foram reduzidos apés o tratamento tanto com o complexo
M1, quanto com o M8, mostrando que ambos Sdo agentes promissores para O
tratamento adjuvante do melanoma devido a suas ac¢fes redutoras do potencial

metastatico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer: aspectos gerais

A mais antiga descricdo do cancer, inclusive com tratamento cirdrgico, data
de 1600 a.C, no Egito. Em antigos papiros podem ser constatados oito casos de
tumores de mama e os tratamentos realizados por cauterizagdo (VISVADER, 2011).
A palavra cancer deriva de uma observacéo feita por Hipdcrates (460 a 377 a.C.), 0
pai da medicina, a qual se refere a espessura e formato dos vasos sanguineos que
nutrem as células tumorais e que se assemelham as garras de caranguejo, que no
zodiaco representa o signo de céancer (Revisado por FEINBERG; OHLSSON;
HENIKOFF, 2006).

Em meados do século XIX, patologistas observavam e descreviam o cancer
como sendo ceélulas que adquiriam caracteristicas em diferentes estagios de
desenvolvimento. Foi no século passado que conceitos genéticos predominaram,
comecando por Theodor Heinrich Boveri (1862-1915) que primeiro sugeriu
anormalidades nos cromossomos de células tumorais. Atualmente as mudancas
moleculares que ocorrem dentre os mais diversos tipos de canceres levam a idéia
de que o cancer envolve uma série de doencas (Revisado por FEINBERG;
OHLSSON; HENIKOFF, 2006).

Atualmente existe uma série de nomenclaturas que geralmente sdo usadas
de forma incorreta, assim, algumas definicbes serdo revisadas a seguir. O termo
neoplasia refere-se a uma massa tumoral, composta por células que se proliferam
descontroladamente. Os tumores sdo massas de células que podem ser
classificados em benignos ou malignos. Os tumores benignos séo constituidos
simplesmente por uma massa localizada de células que se multiplicam
vagarosamente e se assemelham ao tecido original, raramente considerado um risco
de vida. No entanto, os tumores malignos, ou neoplasias malignas, sdo massas de
células que se proliferam rapidamente e que possuem alto potencial invasivo,
podendo cair na corrente sanguinea, adentrar outros tecidos ou 6rgaos se proliferar
Ia, gerando tumores secundarios (ou metastases), constituindo um cancer. Assim, o
termo cancer pode ser definido como um conjunto de mais de 100 doencgas, cada

uma das quais com caracteristicas genotipicas e fenotipicas individuais, onde as
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células tumorais possuem a capacidade de invadir tecidos e o6rgdos, gerando
metastases (Instituto Nacional do Cancer — INCA).

Diversas linhas de pensamento, no ramo da investigacdo oncoldgica,
indicam que a tumorigénese em humanos € um processo de multiplas etapas, as
quais refletem alteracbes genéticas que orientam transformacgdes progressivas de
células normais, as células altamente malignas. A transformacg&o tumoral pode ser
vista de forma anéloga a evolucao Darwiniana, na qual a sucessao de mudancas
génicas confere uma ou outra vantagem de crescimento levando a conversao
gradativa de células normais a células tumorais (Revisado por: HANAHAN;
WEINBERG, 2000).

Durante os ultimos 30 anos aproximadamente, o rapido avanco nos estudos
do cancer tém revelado que esta patologia possui capacidade dinamica de
mudancgas genOmicas. Grandes esforcos tém sido realizados na descoberta de
mutacbes que produzem oncogenes, 0s quais adquirem de forma dominante
determinada funcéo; e também na descoberta de genes supressores tumorais, que
passam ter funcdes recessivas ou suprimidas (Revisado por: HANAHAN;
WEINBERG, 2000).

Foi sugerido que, diante do vasto catalogo genotipico dos variados tipos de
cancer, seis alteracdes essenciais na fisiologia celular ditam do desenvolvimento do
tumor, até a malignidade, estas sao:

1) auto suficiéncia nos sinais de crescimento;

2) insensibilidade a sinais inibitérios de crescimento;

3) evasao a morte celular programada;

4) potencial replicativo ilimitado;

5) angiogénese sustentada e

6) invasao tecidual e metastase (Revisado por: HANAHAN; WEINBERG, 2000).
Esse conjunto de alteracdes € denominado de marcadores tumorais, 0s

guais estao ilustrados na Figura 1A.
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Figura 1. Marcadores do céncer. Diagrama que demonstra simplificadamente as diferentes
capacidades adquiridas durante a progressdo tumoral, encontradas em muitos, sendo em todos os
tipos de tumores, embora através de diferentes mecanismos. O diagrama A mostra os marcadores do
cancer propostos por Hanahan e Weinberg em 2000, e posteriormente foram adicionados mais dois
marcadores e outras duas capacidades tumorais (B) (Fonte: adaptado de HANAHAN; WEINBERG,
2011).

Recentemente HANAHAN e WEINBERG (2011) introduziram mais dois
novos marcadores tumorais (Figura 1B). O primeiro refere-se a capacidade de
modificacdo ou reprogramacdo do metabolismo celular de maneira a tornar as
células neoplasicas mais efetivas. O segundo permite que células tumorais escapem
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da destruicdo imunologica, particularmente de linfocitos T e B, macrofagos e células
Natural Killer (NK). Ainda foram introduzidos mais duas caracteristicas adquiridas: a
instabilidade génica que contribui para o desenvolvimento de mutacdes, e a
capacidade tumoral de gerar inflamacéao local (Figura 1B).

Cada uma dessas mudancas fisioldgicas, que nada mais sado do que
capacidades adquiridas durante o desenvolvimento tumoral, representam o
rompimento do sucesso dos mecanismos de defesa anticancer nas células e tecidos
(HANAHAN; WEINBERG, 2000). Por fim, é proposto que todas as capacidades
citadas acima, sdo compartilhadas por muitos e talvez por todos os tipos de tumores
humanos (HANAHAN; WEINBERG, 2000; 2011).

Diante disso, é possivel entender o qudo dificil € a cura do cancer, ja que o
tratamento ideal seria baseado em um (ou mais) agente(s) terapéutico(s) que
compreendesse e atingisse essa gama de fenotipos adquiridos pelas células

cancerosas.

2.2 Cancer: incidéncia mundial e no Brasil

Informagbées como: “Aumento da incidéncia...”, ou “Aumento da
mortalidade...” nos leva a interpretar que o cancer € uma doenga moderna, o0 que
nao é verdade. Primeiramente, o cancer e as doencgas cardiacas sdo as principais
causas de mortes em pessoas idosas, e essa informacao somente é verdadeira nas
Ultimas décadas do século passado em que as pessoas passaram a viver 70, 80 ou
90 anos, idade em que as doencas crénicas sdao mais comuns. Nesse sentido, se
observarmos a expectativa de vida dos Egipcios antigos, pode-se constatar que era
de 40 anos, o que perdurou até a ldade Média. O aumento da expectativa de vida
ocorreu quando houve o controle ou a cura de doencas fatais como a peste, cllera,
diabetes, desnutricdo e doencas infecciosas, como a tuberculose. Na Inglaterra,
entre o periodo de 1850-1970, houve uma drastica reducéo estatistica com relagéo a
maior causa de morte da época, a tuberculose. Nesse caso, 0s humeros cairam de
2.901 casos/milhdo de habitantes/ano em 1850 para 13 casos/milhdo de
habitantes/ano em 1970. Doencas como: febre escarlatina, difteria, coqueluche,

sarampo, variola, tifo e tuberculose nao respiratdria, foram eliminadas como causas
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de morte. Esses progressos foram tdo significativos, que esse periodo foi
considerado como a “era ouro” para a medicina e a saude publica. O segundo ponto
€ que houve melhora significativa no diagndstico clinico (diagnéstico de imagem e
outras técnicas) o que leva ao aumento de casos diagnosticados e, dessa forma,
registrados.

No entanto, é fato que, embora existam raz8es para um aumento artefatual
da incidéncia do cancer, existe indubitavelmente um aumento real no nimero de
pessoas que desenvolvem cancer devido ao aumento da exposicdo a agentes
etioldgicos, provenientes do estilo de vida atual (World Cancer Report, 2008).

Hoje o cancer é uma das principais causas de morte no mundo, com 0
namero de mortes projetado a aumentar marcadamente com o passar dos anos
(VISVADER, 2011). Ainda, em paises economicamente desenvolvidos o numero de
mortes por cancer € maior do que em paises em desenvolvimento como se pode
observar na Figura 2. Esse fato é resultado do envelhecimento da populagédo e da
adocao de estilo de vida propicia ao desenvolvimento do cancer, bem como: fumo,
inatividade fisica e dieta “ocidentalizada” (JEMAL; BRAY; FERLAY, 2011).
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Figura 2. Estimativa dos tipos de cancer mais incidentes no mundo. A figura acima mostra os
principais tipos de cancer em 2008, separados por incidéncia e indice de morte por sexo, que foram
registrados no mundo, considerando paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Fonte: adaptado
de JEMAL; BRAY; FERLAY, 2011).
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Nos Estados Unidos o cancer é o maior problema de saude publica, sendo o
responsavel por uma (1) em quatro (4) mortes (SIEGEL; NAISHADHAM; JEMAL,
2013). De todos os tipos de canceres 0s mais prevalentes em homens americanos
sdo: de préstata (28% dos casos), de pulmdo e brénquios (14% dos casos) e
colorretal (9% dos casos), onde o cancer de pulmao € o que causa maior nimero de
mortes (28%). J& em mulheres americanas, 0s canceres mais predominantes sao:
de mama (29%), de pulméao e brénquios (14%) e colorretal (9%), onde o cancer de
pulmao também é o que possui maior indice de morte (26%), seguido pelo cancer de
mama (14%) (Figura 3) (SIEGEL; NAISHADHAM; JEMAL, 2013).

A organizacdo mundial da saude (OMS) estimou que, no ano de 2030,
podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes
e 75 milhdes de pessoas, anualmente, com cancer (INCA, 2011).

Incidéncia

Homens Mulheres

Préstata 238.590 28% Mama 232.340 29%

Pulméo e Bronquios 118.080  14% Pulmao e Brénquios 110.110 14%
Colorretal 73680 9% Colorretal 69.140 9%

Vias urinérias 54.610 6% Utero 49.560 6%
Melanomade pele 45.060 5% Tireéide 45.310 6%

indice de Morte

Homens Mulheres

Pulmao e Bronquios 87.260 28% Pulmao e Bronquios 72.220 26%
Préstata 20720  10% Mama 39.620 14%

Colorretal 26.300 9% Colorretal 24.530 9%

Péncreas 19.480 6% Pancreas 18.980 7%

Figado e ductos biliares 14.890 5% Ovario 14.030 5%

Figura 3. Estimativa dos tipos de cancer mais incidentes nos Estados Unidos. Principais tipos
de cénceres incidentes e indice de morte por sexo nos Estados Unidos, uma estimativa do ano de
2013 (Fonte: adaptado de SIEGEL; NAISHADHAM; JEMAL, 2013).

Com relacdo as doencas que acometem a populacao brasileira, segue-se a
mesma tendéncia mundial, com importantes mudancas no perfil de enfermidades,
observando-se que a partir de 1960, aquelas doencas infecciosas e parasitarias
deixaram de ser a principal causa de morte, substituida pelas doencas do aparelho
circulatério e pelas neoplasias (INCA, 2011). Como ja relatado anteriormente, essa

transicdo epidemiologica tem como principal fator o aumento da expectativa de vida
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da populagao, resultante do processo de urbanizacdo e das acdes de promocéo e
recuperacgdo da saude.

Em 2011 foi realizada uma previsdo que no Brasil em 2013, haveria
aproximadamente 518.510 novos casos de cancer, incluindo os casos de pele ndo
melanoma. Sem o0s casos ndo melanoma haveria 385 mil novos casos. A
expectativa dos tipos mais incidentes eram os canceres de pele ndo melanoma (63
mil), de prostata (60 mil), de pulméo (17 mil), de colorretal (14 mil) e de estbmago
(13 mil) para os homens, totalizando 257.870 casos. Ja em mulheres, a expectativa
dos mais incidentes eram os canceres de pele ndo melanoma (71 mil), mama (53
mil), colo do utero (18 mil), colorretal (16 mil) e glandula tireéide (10 mil), totalizando
260.640 casos (Figura 4) (INCA, 2011).

Localizagao primaria casos novos  percentual Localizacao primaria casos novos  percentual
Prostata 60.180 30,8% Homens Mulheres Mama Feminina 52.680 27,9%
Traqueia, Bronquio e Puimao 17.210 8,8% Colo do Utero 17.540 08,3%
Cdlon e Reto 14.180 7,3% Cdlon e Reto 15.860 8,4%
Estdmago 12.670 6,5% Glandula Tireoide 10.580 5,68%
Cavidade Oral 9.990 5.1% Traqueia, Bronquio e Puimao  10.110 5,3%
Esdfago 7.770 4,0% Estdmago 7.420 3,9%
Bexiga 6.210 3,2% Ovério 6.190 3,3%
Laringe 6.110 31% Corpo do Utero 4.520 2,4%
Linfoma nao Hodgkin 5.100 2,7% Linfoma ndo Hodgkin 4.450 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.820 2,5% Sistema Nervoso Central 4.450 2,4%

Figura 4. Estimativa dos tipos de canceres mais incidentes no Brasil. Distribuicdo por sexo dos
dez tipos de canceres mais incidentes, exceto pele ndo melanoma no Brasil. Da mesma forma que
mostrado para os Estados Unidos, no Brasil em homens, o cancer de prostata € o mais incidente,
enquanto que em mulheres a maior ocorréncia estd no de mama (Fonte: adaptado de INCA, 2011).

Assim, como no restante do mundo, o aumento da expectativa de vida, a
melhoria e a evolucdo dos métodos diagndsticos podem explicar o aumento das
taxas de incidéncias ao longo dos anos no Brasil (INCA, 2011).

Essa grande ocorréncia do cancer demanda estratégias que permitam
facilitar a deteccao, melhorar a estratificacdo (classificacdo) dos tumores para guiar
as terapias de forma mais efetiva, bem como desenvolver terapias preventivas
(VISVADER, 2011).
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2.2.1 Cancer de pele: Estimativas

Como o cancer de pele € muito comum, os dados mostrados anteriormente
ndo o incluem nas estimativas. No entanto, o cancer de pele é o terceiro cancer mais
comum em humanos e sua incidéncia global cresce a taxas alarmantes (GRAY-
SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007; TROTTER et al., 2013). Dentre os
vérios tipos de cancer de pele, as formas mais comuns sdo: o carcinoma basal, o
carcinoma escamoso (ambos classificados como ndo melanoma) e o melanoma. E
estimado que 2-3 milhdes de casos surjam no mundo a cada ano, e embora o
melanoma consista em aproximadamente 132.000 (cento e trinta e dois mil) desse
total, essa forma € a mais agressiva e responsavel pelo maior nimero de mortes
dentre todos os tipos de cancer de pele. Quando o melanoma é diagnosticado em
sua forma inicial, ele pode ser curado pela retirada cirargica. Entretanto quando
adquire caracteristica metastatica, o prognostico é muito ruim. A taxa média de
sobrevivéncia nesses casos € de 6 meses, e menos de 5% dos pacientes
conseguem sobreviver 5 anos (GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007).

O melanoma acomete principalmente os caucasianos que moram em paises
com alta intensidade de radiacéo ultravioleta (UV), no entanto pode afetar todos os
outros grupos étnicos. E na Austrélia, onde a populacdo é predominantemente
branca e a radiacdo € muito alta, que ha a maior ocorréncia de melanoma (GRAY-
SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007).

Para o melanoma os principais fatores de risco sdo: o historico pessoal ou
familiar, a exposicdo a radiacdo ultravioleta, doencas imunossupressoras e
exposicdo ocupacional a substancias cancerigenas (THOMPSON; SCOLYER;
KEFFORD, 2005; IBRAHIM; HALUSKA, 2009; INCA, 2011).

Em 2013, nos Estados Unidos, foi estimado que 76.690 pessoas sejam
diagnosticadas com melanoma, com uma média de idade de 59 anos. Estima-se
também que a incidéncia de melanoma esteja aumentando 3,1% ao ano. No ano
2000 o risco de uma pessoa hascida nos Estados Unidos desenvolver melanoma foi
estimado em 1 em 41 para homens e 1 em 61 para mulheres. Ainda, em mulheres
entre 25 e 30 anos de idade, 0 melanoma é a causa mais comum de morte. Por fim,
o0 melanoma é o quinto cancer mais comum em homens e o sétimo em mulheres
(TROTTER et al., 2013).
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No Brasil, em 2012 foi estimada uma incidéncia de 3.170 casos em homens
e 3.060 casos em mulheres, onde as maiores taxas estimadas para homens e
mulheres encontram-se na regido sul (INCA, 2011).

2.2.2 Melanoma

O primeiro caso conhecido de um paciente com melanoma foi publicado por
John Hunter em 1787. Embora ele ndo tenha descrito a doenga como melanoma, a
amostra de uma parte da mandibula de um homem de 35 anos de idade que esta
depositada e preservada no Hunterian Museum of the Royal College of Surgeons na
Inglaterra, foi analisada em 1968 por Bodenham, que confirmou ser melanoma. Mas
foi Rene Laennec, em 1806, o primeiro a descrever o melanoma como doenca,
dando o nome de “melanose negra” (IBRAHIM; HALUSKA, 2009).

O melanoma origina-se da transformagéo de melandcitos. Os melanocitos
séo celulas especializadas e encontradas predominantemente na pele e olhos, e sado
produtoras do pigmento melanina, que é responsavel pela coloracdo da pele, dos
olhos e do cabelo. Os melandcitos cutaneos originam-se de células progenitoras da
crista neural que migram para a pele durante o desenvolvimento embrionario
(GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007). Essas células possuem
propriedades similares a de células tronco associadas com sua auto renovacgao e
diferenciacdo (REGAD, 2013). Na pele os melandcitos residem na camada basal da
epiderme e nos foliculos pilosos, e sua homeostasia € regulada por queratindcitos
epidermais (Figura 5) (GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007). Em
resposta a radiacdo ultravioleta, os queratindcitos secretam fatores que regulam a
sobrevivéncia dos melandécitos, bem como a diferenciacao, proliferacdo, motilidade e
producdo de melanina. Dessa forma, os melandcitos tem papel chave na protecao
da pele contra danos causados pela radiacdo UV e em prevenir o cancer de pele
(GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007).
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Figura 5. Figura representativa dos extratos da pele. A Figura mostra 0 melanécito e sua
localizagdo, bem como as células de melanoma em processo de migragdo e invasdo. (Fonte:
adaptado de HAASS, HERLYN, 2005).

Varios sdo os estagios da progressdo melanocitica ao melanoma, cada uma
das quais apresenta vantagens de crescimento sobre o tecido ao seu redor (GRAY-
SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007). De uma maneira geral, o
desenvolvimento das células ao melanoma e sua progressao sdo descritos em seis
etapas, como segue: nevos melanocitico (1), nevos hiperplasico (2), nevos
displasicos (3), melanoma primario de crescimento radial (RGP) (4), melanoma
primario de crescimento vertical (VGP) (5) e melanoma metastéatico (6) (Figura 6)
(Revisado por HAASS; HERLYN, 2005).
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Figura 6. Diferentes etapas do desenvolvimento do melanoma. A Figura representa os diferentes
estagios de desenvolvimento do melanoma, bem como sua progressdo. Em cada uma das etapas as
células adquirem vantagens uma sobre a outra, acumulando caracteristicas que culminam com o
fendtipo invasivo (Fonte: adaptado de HAASS; HERLYN, 2005).

Recentemente, a descoberta de genes envolvidos na predisposicdo e
desenvolvimento ao melanoma seguida da identificacdo de novas mutacbes tém
melhorado os mecanismos de entendimento desta doenca fatal, e também,
aumentado o0 sucesso de tratamentos geneticamente adaptados (IBRAHIM;
HALUSKA, 2009).

A caracteristica principal de células tumorais € a perda do controle da
divisdo celular, ocasionando proliferacdo descontrolada. Dentre varias vias que
interferem positivamente na proliferacdo celular € a Ras/Raf/MEK/ERK, cuja via
pode ser considerada a mais importante, onde a ERK € hiperativada em 90% dos
melanomas humanos. Um dos mecanismos de ativacéo da via € através da mutacao
em NRAS, um dos trés genes Ras (0s outros dois sdo HRAS e KRAS). Este gene é
mutado em 15% a 30% dos melanomas (GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK;
MARAIS, 2007), no entanto esta mutacao € mais comum em nevos, atingindo 50% a
60% de incidéncia (IBRAHIM; HALUSKA, 2009). Outro componente comumente
mutado nesta via é BRAF, um dos trés genes humanos Raf (sendo os outros dois
ARAF e CRAF). O BRAF é mutado em 50% a 70% dos melanomas, e a mutacao
mais comum € a substituicdo de &cido glutamico por valina na posi¢éo 600 (V600E).

BRAFvs00e estimula a sinalizag&o constitutiva de ERK, estimulando a proliferacéo e
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sobrevivéncia do tumor (GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007). As
mutacdes nesses dois genes (NRAS e BRAF) sao consideradas importantes ja que
participam da inicializacdo da progressédo a melanomagénese.

De forma geral, na Figura 7 podem ser visualizados 0s eventos que
desencadeiam mudancas no fenoétipo celular, que levam a melanomagénese. A
mutacdo no gene BRAFyg00e € 0 evento inicial encontrado em nevos benignos, bem
como mutacao no gene NRAS, onde ambas as mutacdes estimulam ERK de forma
constitutiva, favorecendo a proliferacdo celular. O polimorfismo do receptor de
melanocortina-1 (MC1-R), encontrado especialmente na pele com danos induzidos
pela exposicdo ao sol, aumenta o risco de desenvolvimento de melanoma com
mutacbes em BRAF. A mutagdo ou perda do inibidor de quinase dependente de
ciclina 2A (CDKN2A) e da quinase dependente de ciclina 4 (CDK4), ocorrem em
nevos displasicos, prejudicando o controle do ciclo celular, 0 que consequentemente
desencadeia a proliferacdo celular descontrolada. A reducédo da expressao de E-
caderina (molécula de adesao celular) com o consequente aumento de N-caderina é
responsavel pelo inicio da fase de crescimento vertical (VGF), na qual as células
perdem adesédo célula-célula; a perda ou mutacdo no gene homologo a fosfatase e
tensina (PTEN), um gene supressor tumoral, que também esta envolvido nesse
estagio. O fator de transcricdo associado a microftalmia (MITF), a proteina
supressora tumoral 53 (p53), o fator de ativacdo de apoptose 1 (APAF-1), a proteina
anti-apoptoética Bcl-2, também estdo envolvidos na progressdo do melanoma,
embora o estagio nos quais essas proteinas sdo mutadas ou perdidas ainda néo
sejam bem conhecidos (IBRAHIM; HALUSKA, 2009).
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Figura 7. Etapas iniciais das mudancas fenotipicas na melanomagénese. Mutacdes genéticas
associadas ao melanoma trazem vantagens adaptativas as células tumorais, desencadeando a
progressdo da doenca, levando ao fendtipo metastatico (Fonte: adaptado de IBRAHIM; HALUSKA,
2009).

Uma vez que o melanoma faz metastase é considerado potencialmente |etal
(RIGEL; CARUCCI, 2000), ja que € extremamente refratario as terapias
convencionais (MARTI; SOROLLA; YERAMIAN, 2012). Dessa forma, dentre os
varios processos envolvidos na progressdo do melanoma, 0s cruciais sdo aqueles
gue de forma direta ou indireta interferem na capacidade metastatica da célula. O
entendimento desses pode dar suporte ao estudo de novas estratégias terapéuticas

para o melanoma.

2.2.3 Metastase

Como discutido previamente, a habilidade de invadir tecidos e estabelecer
colénias em 6rgéo distantes sdo definidos como uma caracteristica de neoplasias
malignas, e a esse processo da-se o nome de metastase (CURRAN; MURRAY,
1999), responséavel por 90% dos casos de morte por cancer em humanos (MEHLEN;
PUISIEUX, 2006).

A metastase € um processo extremamente complexo, e acontece através de

uma série de etapas sequenciais que incluem: o desprendimento das células do seu
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local de origem; a invaséo a tecidos adjacentes; o extravasamento dessas células na
corrente circulatéria; a migracdo; a colonizacdo e a proliferacdo em tecidos ou
orgdos secundéarios (MEHLEN; PUISIEUX, 2006; THOMPSON; SCOLYER;
KEFFORD, 2005; PASCO et al., 2004), como ilustrado na Figura 8.
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Figura 8. Representacdo esquemaética do processo de metastase. As células do tumor primario
deixam de expressar moléculas responsaveis pela adeséo célula-célula e célula-matriz extracelular
(MEC) e passam a expressar e secretar proteases que degradam componentes da MEC. Essa
degradacéo facilita que as células migrem e invadam através do tecido, podendo entrar em vasos e
“viajar’ pela corrente circulatéria. Uma vez na circulagado, as células tumorais podem sair dos vasos e
se estabelecerem em outros tecidos e 6rgaos, caracterizando assim a metastase (Fonte: adaptado de
FIDLER, 2003).

Aparentemente, 0 processo metastatico € realizado de forma facil pelas
células tumorais, mas para que haja sucesso, quando as células entram na corrente
circulatéria elas devem passar pela vigilancia do sistema imunitario e manter-se
viavel até a chegada ao 6rgdo ou tecido secundario para conseguir coloniza-lo e
seguir com a proliferacdo (FIDLER, 2003). Isso indica o quao adaptada ou mutada a
célula metastatica deve ser para que consiga driblar todas as dificuldades que
existem, até atingir o sucesso metastatico.

Vérias sdo as moléculas envolvidas nas etapas intermediarias que levam a

metastase, contribuindo de forma direta ou indireta para a progressao tumoral. No
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entanto, substancias que agem em alvos especificos que prejudicam etapas iniciais
gue desencadeiam a metéstase, mais especificamente, no processo de migragéo e
invasdo, sdo potenciais agentes terapéuticos para tumores metastaticos. Nesse
sentido, algumas dessas moléculas serdo discutidas neste trabalho de forma mais

detalhada, como segue.

2.2.4 Moléculas cruciais no processo de migracao ou invasao

2.2.4.1. Metaloproteases

As metaloproteases de matriz (MMPSs) pertencem a uma familia multigénica
de endopeptidases dependentes de zinco, que sdo produzidas por diversos tipos
celulares e possuem a funcgéo principal de degradacao ou clivagem de componentes
da matriz extracelular (MEC) (ZHAO et al., 2001; HOFMANN et al., 2005). As MMPs
estdo envolvidas em ambas condi¢des: fisiologicas - para o remodelamento da MEC
- e patoldgicas — por exemplo no caso de cancer. Sua expressao é regulada por
fatores de crescimento, citocinas, hormonios, oncogenes e promotores tumorais. De
acordo com sua estrutura, especificidade de substrato e localizac&o celular, elas séo
classificadas dentro de subgrupos: colagenases, estromalisinas, matrilisinas,
gelatinases e metaloproteases transmembrana (MT-MMPs) (HOFMANN et al.,
2005). Cada um desses subgrupos apresenta diferentes subtipos de acordo com 0s
substratos que elas degradam, como apresentado no Quadro 1. Nota-se que as

metaloproteases mais expressas no melanoma € MT1-MMP, MMP-2 e MMP-9.
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QUADRO 1 - OS DIFERENTES SUBGRUPOS DE METALOPROTEASES.

Subgrupos de metaloproteases |

Colagenases: Gelatinases:
*Colagenase 1 (MMP-1) * Gelatinase A (MMP-2)
*Colagenase 2 (MMP-8) * Gelatinase B (MMP-9)

* Colagenase 3 (MMP-13)
* Colagenase 4 (MMP-18)

Matrilisina:

* Matrilisina (MMP-7)
MT-MMP:
*MT1-MMP (MMP-14)
*MT2-MMP(MMP-15) Estromalisinas:
+MT3-MMP (MMP-16) * Estromalisina1 (MMP-3)
*MT4-MMP (MMP-17) * Estromalisina 2 (MMP-10)
* MT5-MMP(MMP-24) * Estromalisina 3 (MMP-11)
*MT6-MMP (MMP-25) * Metaloelastase (MMP-12)

No melanoma estdo mais expressos as metaloproteases:
MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP

Em geral, estruturalmente as MMPs contém um peptideo sinal, um dominio
pré peptideo N-terminal, um dominio catalitico que inclui sitios de ligacdo de zinco
altamente conservados, e uma regido articular seguida por um dominio C-terminal
hemopexina. As duas gelatinases — MMP-2 e MMP-9 — possuem um dominio
adicional para fibronectina (Figura 9) (HOFMANN et al., 2000).

Muitas das MMPs séo sintetizadas e secretadas na forma latente — pro
MMPs. A conversao da pré6 MMP a sua forma ativa depende da clivagem do sitio de
cisteina localizado ao lado do dominio catalitico da proteina, como pode ser
observado na Figura 9 (HOFMANN et al., 2005).
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Gelatinases: MMP-2 e MMP-9

Metaloprotease do tipo transmembranica: tais como a MT1-MMP

Peptideo sinal . Pra peptideo . Dominio catalitico - Dominio fibronectina tipo 11

Repgido articular . Dominio Haemopexina . Dominio transmembranico . Dominio citoplasmatico

Figura 9. Dominio estrutural das MMPs. Os diferentes subgrupos de MMPs possuem
caracteristicas estruturais diferentes, o que determina suas diferentes funcdes. A figura acima ilustra
a estrutura da MMP-2, MMP-9 (gelatinases) e das MT-MMPs, tais como a MT1-MMP, que sdo as
mais expressas em melanoma (Fonte: adaptado de HOFMANN et al., 2000).

A clivagem do pro dominio resulta no desligamento da interagdo zinco-
cisteina, o qual é seguido da perda do dominio amino terminal; s6 assim o sitio ativo
da MMP se torna acessivel. Para muitas MMPs, a ativagéo proteolitica é iniciada no
espaco extracelular por serino proteases (p.ex.. a plasmina e o ativador de
plasminogénio urokinase — uPA), ou por outros membros da familia das MMPs. As
MT-MMPs, podem agir de forma indireta, j& que tém sido identificadas como
potentes ativadoras fisiologicas de muitas MMPs. Um exemplo dessa interacdo € a
formacéo do complexo MT1-MMP com TIMP-2, o qual serve como um receptor para
a pré6 MMP-2. Esse complexo é responsavel pela conversédo da forma pro6 MMP-2 a
sua forma ativa (PASCO et al., 2004; HOFMANN et al., 2005).

Suas atividades proteoliticas sdo controladas por uma familia de proteinas
chamadas de inibidores de metaloproteases teciduais (as TIMPSs), e o desequilibrio
entre MMPs e TIMPs esta envolvido em uma série de condi¢cdes patoldgicas,
incluindo o cancer (ZHAO et al., 2001). Até entdo, quatro diferentes membros foram
identificados: TIMP-1, -2, -3 e -4. As TIMPs se ligam em ambas as formas inativas e
ativas das MMPs, dessa forma inibindo a ativacdo autocatalitica de enzimas latentes
bem como a capacidade proteolitica de proteinases ativa (HOFMANN et al., 2005).
De forma “dual”’, em alguns momentos especiais, as TIMPs podem estar envolvidas
na ativacao, ao invés da inativacdo de MMPs (HOFMANN et al., 2005).

As células de melanoma podem expressar diferentes tipos de MMPs, dentre
elas as principais sdo as MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP (Quadro 1). E, por sua vez,
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expressam principalmente, as TIMP-1, -2 e -3 (PASCO et al., 2004; HOFMANN et
al.,, 2005). As MMP-2 e a MMP-9 sdo responsaveis pela degradacdo de
componentes da membrana basal (camada extracelular de sustentacdo que
funciona como filtro seletivo, e separa o tecido epitelial do conjuntivo), agindo
principalmente sobre o coladgeno IV, que é a principal molécula desta estrutura. A
MT1-MMP é a metaloprotease com maior poder de remodelamento da MEC
diretamente por degradar diversos de seus componentes (SOUNNI et al., 2002).
Além disso, como ja citado anteriormente, a MT1-MMP pode agir de forma indireta,
j& que, quando acumulada na célula, pode ativar a MMP-2 (PASCO et al., 2004).
Diante do exposto, a investigacdo da expressédo e atividade, tanto das
MMPs, quanto de seus inibidores (TIMPS) sdo essenciais para o entendimento do
fenotipo migratdrio e invasivos das células de melanoma. Além disso, tratamentos
gue interfiram na expressdo e atividade dessas moléculas sé&o potencialmente

promissores.

2.2.4.2. Espécies Reativas

Espécies reativas podem ser classificadas dentro de quatro grupos, de
acordo com o principal atomo envolvido: espécies reativas de oxigénio (ROS),
espécie reativa de nitrogénio (RNS), espécies enxofre reativas (RSS) e espécies
reativas de cloreto (RCS). De todos os compostos derivados do metabolismo
oxidativo, as ROS sdo as mais abundantemente produzidas. ROS incluem o anion
superéxido (Oy), peréxido de hidrogénio (H.O,), radical hidroxil ((OH), oxigénio
singlet (*0,), entre outros. ROS e RNS sdo produzidos durante o processo
metabdlico intracelular, bem como na cadeia transportadora de elétrons, em
mitocdndrias. A RNS mais abundante € o 6xido nitrico (NO), o qual € capaz de reagir
com anion superoéxido, produzindo peroxinitrito (ONOQO’). Os danos que essas
espécies reativas podem causar na célula ndo somente depende da concentracao
intracelular, mas também do equilibrio entre as espécies reativas e aquelas
antioxidantes enddgenas. Quando o equilibrio pré oxidante/anti oxidante € perdido, o
estresse oxidativo é gerado, alterando e danificando muitas moléculas intracelulares,
incluindo DNA, RNA, lipidios e proteinas (SOSA et al., 2013).
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Face a grande importancia das espécies reativas, neste trabalho o papel das

ROS e do NO, especificamente, serdo abordados.

2.2.4.2.1. Papel das espécies reativas de oxigénio na migracdo e invasao celular

A metéstase tumoral é atribuida ndo somente a anormalidades nas células
cancerosas, mas também a mudancas induzidas pela interacdo das células tumorais
com outras células e tecidos ao seu redor. Uma importante classe de moléculas
envolvidas nesses eventos sdo as ROS, que possuem efeito duplo no que diz
respeito ao desenvolvimento do melanoma. Altas concentragcbes de ROS
desencadeiam programas antitumorais, enquanto que em menores concentracdes
levam ao acumulo de mutacdes potencialmente oncogénicas (MEIERJOHANN,
2013).

Em concentracdes subletais, ROS agem como segundos mensageiros e up
regulam a transcricdo de uma variedade de proteinas, as quais estao envolvidas no
aumento da proliferacdo, da migracdo e da invasao celular (TOCHHAWNG et al.,
2013).

Outro ponto que deve ser levado em consideracdo, € que em células
tumorais o sistema antioxidante € fraco. Assim, as ROS produzidas podem interferir
em varios processos que facilitam a progressao tumoral. No entanto, terapias pro-
oxidativas foram desenvolvidas, utilizando dessa maquinaria anti-oxidativa fraca,
afim de induzir as células a apoptose. Os tratamentos que usam essa tatica que sao
utilizados atualmente incluem: antraciclina, cisplatina e bleomicina. Porém essa
estratégia ndo é muito eficiente visto que, 0 aumento da concentracdo de ROS pode
matar as células tumorais, mas também alterar células normais. Enzimas como a
glucose oxidase e a xantina oxidase, geram O e H,0O,, portanto aumentam ROS, e
estdo sendo investigadas para uso no tratamento de cancer (NISHIKAWA, 2008).

Embora diversos estudos tenham investigado o papel das ROS na migracao
celular e invaséo, resultados variaveis tém sido publicados dependendo do tipo de
ROS, da dose, do local de producédo, bem como do tipo celular (LUANPITPONG et
al., 2010). Assim, o entendimento concreto do papel das ROS na progresséao e

terapia do melanoma ainda precisa ser melhor investigado.
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2.2.4.2.2. Papel do 6xido nitrico no melanoma

O NO é uma molécula gasosa e pequena, produzida por uma ampla
variedade de células, como produto da converséo de L-arginina em L-citrulina, pela
enzima oxido nitrico sintase (NOS) (MATTHEWS et al., 2001). Como NO € um gés a
temperatura ambiente e corporal, € altamente difusivel pelas membranas biologicas.
Por outro lado, como o NO € um radical livre, torna-se uma molécula altamente
reativa dentro do sistema bioldgico, reagindo com outros radicais livres, oxigénio
molecular e metais pesados. Existem evidéncias de que os efeitos bioldgicos do NO
sdo mediados pelos metabdlitos gerados em suas reagdes com outras moléculas.
Esses metabolitos (peroxinitrito ou S-nitroso tiol — NO,) medeiam muitos dos efeitos
genotoxicos chaves, causando dano no DNA (XU et al., 2002).

Varios mecanismos diretos e indiretos tém sido sugeridos com relacédo as
propriedades antitumorais do NO. Esses mecanismos incluem o dano direto no DNA
e inibicdo da sintese de DNA com consequente apoptose e reducéo da proliferacéo
celular (XU et al.,, 2002; PALMIERI et al.,, 2009). Além disso, o NO gerado pode
afetar a fisiologia mitocondrial, reduzindo o consumo de O, e danos nos complexos |
e Il (cadeia transportadora de elétrons) da mitocondria, o que leva a célula a morte
(XU et al., 2002).

Adicionalmente, o NO parece estar envolvido com a sintese de melanina.
Quando células B16F10 foram tratadas com um agente antimelanogénico foi
observado inibicdo da producdo de NO e, subsequentemente, a sintese de melanina
foi induzida por um doador de NO (sddio nitroprussiato) (CHOI et al., 2012).

Ainda, de forma complementar ao envolvimento da melanogénese no
mecanismo de resisténcia a drogas, a reducdo de Oxido nitrico produzido
endogenamente parece atenuar a sensibilidade de células de melanoma a
guimioterapicos. Em resposta a cisplatina, células de melanoma aumentam os niveis
de oxido nitrico, facilitando a S-nitrosilacdo de proteinas especificas responsaveis
pelos sinais de sobrevivéncia (pelo acimulo do fator indutor de hipoxia, HIF-al) e
inibicdo da apoptose (pela inibicdo da caspase-3) (GODOQOY et al., 2012).

Assim, o NO, bem como as ROS, séo importantes alvos de investigacdao na

progressdo do melanoma.
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2.3 Melanogénese

A pigmentacgao da pele, cabelo e olhos, depende primariamente da presencga
do pigmento melanina nesses tecidos. A melanina é produzida por células
especificas denominadas de melandécitos (HEARING, 2011).

A sintese de melanina ocorre em organelas especializadas chamadas de
melanossomos. A maturacdo dos melanossomos é categorizada em quatro estagios,
de acordo com a producdo de pigmento, como segue: pré melanossomos imaturos
ndo melanizados em estagio | e Il, e melanossomos melanizados nos estagios Il e
IV (Figura 10, a-f). No melanoma, esse processo ordenado € desregulado. A
tirosinase (TYR) pode ser ativada no estagio | de formacdo do melanossomo,
enquanto que a melanina pode ser depositada dentro de organelas como granulos

(SLOMINSKI et al., 2004) (Figura 10, g).

Figura 10. Estagios de desenvolvimento do melanossomo. Eletromicrografias mostrando os
diferentes estdgios de desenvolvimento em melandcitos normais (a-f), e o padréo de pigmentacdo em
células de melanoma (g). |, Il, lll e IV ilustrados de a-f, representam os estagios de desenvolvimento
do melanossomo (Fonte: adaptado de SLOMINSKI et al., 2004).

Para que a sintese de melanina ocorra, a TYR, enzima chave envolvida na
sintese de todos os tipos de melanina, deve estar presente. A biossintese de
melanina inicia-se através da hidroxilacdo da tirosina (aminoacido precursor para a
sintese de melanina) formando a L-3,4-dihidroxifenilalanina (DODA), que é
subsequentemente oxidada formando DOPAquinona (DQ). Ainda, DQ formada sera
espontaneamente convertida a um intermediario de coloracdo laranja, conhecida
como DOPAcromo. A DOPAcromo perde um grupamento de &cido carboxilico
formando 5,6-dihidroxiindol (DHI). Por outro lado, a DOPAcromo sofre a acdo de
enzimas relacionadas a tirosina, mais especificamente, a dopacromo tautomerase
(DCT) ou TYRP-2 (HEARING, 2011), formando DHICA que consequentemente é
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convertida pela TYRP-1, gerando melanina. Os melandcitos produzem dois tipos de
melanina: a eumelanina, de coloragdo marrom escuro, e a feomelanina, de
coloragdo amarela/laranjada. Embora existam diferengcas entre elas, essas
melaninas possuem a via metabdlica em comum, no qual a DQ é o intermediério
chave (HEARING, 2011; HIROBE, 2011). Nao somente o tipo de melanina €&
importante, mas também sua distribuicAo no tecido afeta dramaticamente a
coloracao visivel, a qual intimamente determina a funcdo do pigmento, bem como a
fotoprotecdo. Durante o desenvolvimento melanocitico, a especificidade, a migracédo
e a diferenciacdo dos melanoblastos (precurssores dos melandcitos), sdo essenciais
para a pigmentacao adequada (HEARING, 2011).

A melanina epidermal possui implicacbes evolucionarias e fisiologicas
importantes, particularmente numa época ou cultura onde os humanos nao se
vestiam e/ou ndo se vestem. Assim, o alto conteido de melanina, protege a pele
contra os danos gerados pela radiacdo ultravioleta (UV), através de propriedades
guimicas e oticas filtrantes (SLOMINSKI et al., 2004), sendo esta, sua funcéo
primordial.

Alteracbes associadas com melanossomos incluem: macromelanossomos,
lentigo, melanoma maligno e doencas melanolisossomal neuroectodermal que
incluem sindromes de Elejalde, Chediak, Higashi e Griscelli. Essas alteracdes estédo
mais relacionadas a biogénese do melanossomo, do que a sua degradacédo
(SLOMINSKI et al., 2004).

As alteracbes de pigmentacdo mais comuns estdo associadas com a
producdo do pigmento pela célula em si, o qual pode ser reduzido, ausente ou
hiperativo e comumente em localizagdo regional especifica (SLOMINSKI et al.,
2004). A hipomelanose pode ser adquirida, como no caso do vitiligo, ou pode ser
congénita, como o albinismo e piebaldismo (uma doenca autossémica responsavel
por hipopigmentacdo no cabelo, produzindo mechas brancas). A hiperpigmentacéo
ou hipermelanose pode estar associada com resposta inflamatéria, como o0s
gueldides, ou com funcdo melanocitica anormal, que € o caso de nevos displasicos
ou melanoma maligno (SLOMINSKI et al., 2004).

As proteinas TYR e proteinas relacionadas a melanogénese (TYRP-1 e
TYRP-2), sdo utilizadas ha mais de dez anos como marcadores diagndsticos para o
melanoma (SLOMINSKI et al., 2004). Ou seja, a superexpressao dessas proteinas

estdo intimamente relacionadas ao melanoma. Outra molécula importante para a
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melanogénese é o fator de transcricdo associado a microftalmia (MITF). O MITF faz
a transcricdo de genes que codificam TYR, TYRP-1 e TYRP-2. Além disso, de
forma concomitante o MITF tem papel na proliferagdo e sobrevivéncia de
melandcitos normais (PALMIERI et al., 2009).

Durante a melanogénese, os precursores da melanina possuem efeitos
genotoxicos e mutagénicos, cujos efeitos podem ser amplificados pelos radicais
livres e espécies reativas de oxigénio geradas durante a melanogénese. Esse
ambiente mutagénico em célula de melanoma pode facilitar a instabilidade genética
e 0 aparecimento de novas e mais agressivas populagdes celulares resistentes a
terapia (SLOMINSKI et al., 2004). Estudos tém demonstrado que a inibicdo da
melanogénese com feniltiouréia (PTU) melhora a citotoxicidade de quimioterapicos
contra as células de melanoma (ZBYTEK et al., 2009), sugerindo que a
melanogénese contribui para 0 mecanismo de resisténcia a multidrogas (MDR).

Ainda, receptores de melanocortina (MC), em especial o receptor de
melanocortina-1 (MCR-1) tem importante funcdo na regulacdo da melanogénese
(SLOMINSKI et al., 2004). Esse receptor € expresso em melandcitos normais e em
células de melanoma. O MCR-1 quando estimulado, provoca acumulo intracelular de
adenosina 3’5’-monofosfato ciclico (CAMP), levando a melanogénese (SLOMINSKI
et al., 2004). Existem estudos que sugerem que o MCR-1 além de estar envolvido na
sintese de melanina, pode estimular a superexpressdo de sindecam-2 (um
proteoglicano de heparam sulfato), facilitando a migracdo de células de melanoma
(CHUNG et al., 2012).

2.4 Carboidratos e sua Relacdo com o Cancer

As células tumorais exibem muitas alteracbes quando comparadas com as
células normais. Um exemplo interessante € mostrado pelo padrdo de carboidratos
expressos na superficie celular ou na matriz extracelular. Vale lembrar que o
desenvolvimento embrionario é tipicamente acompanhado por mudanc¢as no padrao
de (glicosilacdo. Assim, ndo € surpreendente que mudancas no padrdo de
glicosilagdo sdo também caracteristicas universais de transformagfes que geram

células tumorais. Corroboram com esta idéia os estudos correntes que tém mostrado
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que diversas glicosilacdes na superficie das células tumorais medeiam elementos
chaves em processos patofisiolégicos durante as varias etapas da progressao
tumoral (LI; SONG; QIN, 2010).

Dentre os glicoconjugados de interesse em glicobiologia do cancer,
destacam-se 0s proteoglicanos, os quais sdo moléculas presentes em quase todos
os tecidos, localizados na matriz extracelular, bem como na propria célula
(membrana plasmatica ou intracelularmente). Dentre eles, os de matriz extracelular
compreendem mais de 50 membros conhecidos e os de membrana sao

basicamente pertencentes a trés familias, conforme descrito a seguir.

2.4.1. Glicosaminoglicanos (GAGS)

Os GAGs sao heteropolissacarideos de cadeias lineares, carregados
negativamente (devido aos grupamentos sulfatos e carboxilicos), compostos por
unidades dissacaridicas, repetidas, constituidas de uma hexosamina (D-glucosamina
ou D-galactosamina) e um acido urénico (D-glucurdnico ou L-idurénico) ou um acgucar
neutro (D-galactose) (FJELDSTAD; KOLSET, 2005; AFRATIS et al., 2012). O tipo de
monossacarideo que compdem as unidades dissacaridicas, as diferencas no padréo
de sulfatacdo, bem como o tipo de ligacdo inter ou intradissacaridica, sao
parametros usados para a classificagdo dos GAGs em: acido hialurénico (AH),
heparina, heparam sulfato (HS), condroitim sulfato (CS), queratam sulfato (KS) ou
dermatam sulfato (DS), como podem ser observados na Figura 11. As cadeias de
GAG séao covalentemente ligadas aos residuos de serina (ou de treonina) de um
core proteico, formando um proteoglicano (PG) (AFRATIS et al., 2012).
Diferentemente de outros GAGs, o AH, € o0 Unico ndo sulfatado, e ndo se liga
covalentemente a um esqueleto proteico, sendo sintetizado na superficie intracelular
da membrana plasmatica. Esta macromolécula é considerada por ter papel
importante na homeostasia tecidual e também na progressédo do cancer (AFRATIS

et al., 2012), como sera discutido a seguir.



38

Acido Hialurénico Heparam Sulfato
H OH
CO0- o
™o F o\ HO
H o
HO
OH H NHcocH H
H H
D-GleA- fi(1— 4)-D-GleNAc-0i(1— 4) X=HouSOs Y=Ac, Hou SO

Dermatam Sulfato Condroitim Sulfato

0S0,- OH

H
NHCOCH,

L TdoA-ct(1= 3)-D-GaINAcAS-B(1— ) D-GleA-B(1— 3)»-D-GalNAc4S-B(1— 4)

Queratam Sulfato

—H
NHCOCH,

D-Gal-B(1—> 4)-D-GalNAc6S-(1— 3)

Figura 11. Estrutura quimica dos GAGs. A figura ilustra as diferencas quimicas das unidades
dissacaridicas dos diferentes GAGs: acido hialurdnico, heparam sulfato, dermatam sulfato, condroitim
sulfato e queratam sulfato (Fonte: adaptado de GANDHI, MANCERA, 2008).

2.4.1.1 Acido hialurénico e Hialuronidases

O &cido hialurénico (AH) ou hialuronam € um GAG néo sulfatado constituido
de repeticdes dos dissacarideos acido D-glucurbnico e N-acetilglucosamina, cujo
polimero tem massa molecular de 10° a 10’ Da. E produzido por trés isoenzimas
hialuronam sintase - HAS1, HAS2 e HAS3 — as quais sdo proteinas integrais da
membrana plasmatica, no qual seus sitios ativos estdo localizados na face
intracelular da membrana. Cada uma dessas enzimas polimeriza cadeias de AH de
diferentes tamanhos (VOELCKER et al., 2008).

Quanto a sua localizacdo, o AH é um composto tipicamente da matriz
extracelular, mas pode ser encontrado na superficie das células ligado a HAS ou

interagindo com receptores da superficie celular; podendo também ser encontrado
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em compartimentos intracelulares. Ainda, em regides teciduais caracterizadas por
alta divisdo celular e capacidade de invaséo, ha significante quantidade de AH.

Quanto as suas func¢des, o AH pode agir como um mediador de sinalizacao
via ligagéo com receptores de AH, como: o CD44; o receptor de motilidade mediado
por hialuronam (RHAMM); os receptores Toll-like 2 e 4, entre outros. Recentemente,
o0 CD44 e o RHAMM tém sido definidos como maiores receptores envolvidos na
progressdo do céncer (AFRATIS et al.,, 2012), mostrando cada vez mais a
importancia do AH neste processo.

O AH pode ser degradado ou clivado pela acdo enzimatica de hialuronidases
(HYAL-1, HYAL-2, HYAL-3 e PH-20), cujas expressbes estdo aumentadas ou
suprimidas em alguns canceres malignos. A HYAL-1 e HYAL-2 sdo as principais
hialuronidases envolvidas no catabolismo do AH e agem em cooperacao.
Primeiramente, a HYAL-2 degrada AH de alta massa molecular na superficie da
célula em fragmentos de variados tamanhos, os quais, ap0s endocitados, sao
degradados intracelularmente pela HYAL-1 em residuos tetrassacaridicos
(VOELCKER et al, 2008; AFRATIS et al, 2012). Sabe-se que véarios
oligossacarideos provenientes da acédo da hialuronidase possuem diferentes efeitos
no cancer, dentre elas: a progressdo tumoral, a angiogénese e a metastase
(AFRATIS et al.,, 2012). Assim o AH diretamente, ou indiretamente através das
enzimas que o sintetizam e o degradam, bem como seus receptores, possuem
envolvimento numa gama de carcinomas (mama, pulmao, pele, cabeca e pescoco,
gastrointestinal e melanoma), linfomas e tumores neuronais (glioma). A producao de
AH esta associada com: a invasdo tumoral, interacdes tumor-hospedeiro;
angiogénese; transicao epitélio mesenquima e com a metastase local e distal. Ainda,
0 AH pode modular o mecanismo de resisténcia a multidrogas (SIRONEN et al.,
2011).

Células de melanoma, comparadas com outros tipos celulares, apresentam
baixas quantidades de AH. Mesmo assim, estudos revelam que, a capacidade
invasiva das células é aumentada pelo agrupamento de CD44 induzido pelo AH, o
gual facilita a ligacdo da MMP-9 na superficie celular. A natureza destrutiva do
cancer invasivo induz uma resposta imunolégica, gerando inflamacdo e dano
tecidual, o qual leva a formacéo de pequenos fragmentos de AH. Esses sdo capazes
de induzir a expressdao de MMP-2 em células de melanoma através de receptores

Toll-like (TLR) e do fator nuclear xB (NFkB), como mostrado na Figura 12
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(SIRONEN et al.,, 2011). Corroboram com estes dados, os achados obtidos por
WILLENBERG e colaboradores (2012), onde mostram que o melanoma produz
pouco AH, mas é capaz de estimular os fibroblastos a produzirem. Ainda, secreta
hialuronidases clivando-o em fragmentos (WILLENBERG et al., 2012). Por outro
lado, estes fragmentos sé&o capazes de ligar em receptores TLR-4, desencadeando
sinal intracelular mediado por NFxB (fator nuclear «B), que leva ao aumento da
expressao de IL-8 e MMP-2 (VOELCKER et al., 2008).
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Figura 12. Mecanismo de acdo do AH no cancer. O AH altera a fisiologia celular em varios tipos de
tumores pela ligacdo em receptores da superficie celular. Isto favorece a progressédo tumoral por
induzir a motilidade, a invasdo, a proliferagdo celular, a producédo de fatores de crescimento, a
resisténcia a multidrogas e inibir a apoptose, por variados mecanismos de acdo (Fonte: adaptado de
SIRONEN et al., 2011).

2.4.2 Proteoglicanos

Uma importante classe de moléculas envolvidas no processo metastatico
sdo os proteoglicanos (PGs), que compreendem uma familia de macromoléculas
compostas de um esqueleto polipeptidico no qual uma ou mais cadeias de
glicosaminoglicanos (GAGs) podem estar covalentemente ligadas. Os PGs séao
sintetizados por quase todos os tipos de células animais, e ocorrem na MEC, na

superficie das células e em granulos intracelulares. O papel biol6égico do PG
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dependera das propriedades da sua cadeia proteica, do numero de cadeias de
GAGs ligados, das modificacbes biossintéticas dessas cadeias de GAGs, e da
localizacdo do PG nas células e tecidos (FJELDSTAD, KOLSET, 2005; GANDHI,
MANCERA, 2008).

De acordo com as diferentes cadeias de GAGs que o compde, os PGs
podem ser classificados em proteoglicanos de: heparam sulfato (HS), condroitim
sulfato (CS), queratam sulfato (KS), ou dermatam sulfato (DS) (Figura 13)
(FJELDSTAD, KOLSET, 2005).
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Figura 13. Estruturas de ligacdo dos GAGs nos proteoglicanos. HS, DS, e CS séo ligados a
proteina via residuos de serina. Note que o HA nédo € ligado a esqueleto proteico (Fonte: adaptado de
GANDHI, MANCERA, 2008).

2.4.2.1 Proteoglicano de heparam sulfato

O proteoglicano de heparam sulfato (PGHS) possui uma diversidade
consideravel devido aos varios tipos de cadeias polipeptidicas que o compdem, além
do alto polimorfismo das cadeias de HS (FJELDSTAD, KOLSET, 2005). Ha duas
classes principais de PGHS: os de superficie celular e os associados a MEC.
Aqueles associados & MEC incluem: perlecam, o qual ajuda a manter a barreira
endotelial; agrim, o qual esta envolvido na formagédo das jun¢cdes neuromusculares;

e o colageno XVIII, que pode ser clivado, formando endostatina, um agente anti-
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angiogénico. Ja os PGHS de superficie celular podem ser encontrados de forma
transmembranica, denominados de sindecans, ou ancorado a membrana plasmatica
pela ligacdo ao GPI (glicosil-fosfatidil-inositol), conhecidos como glipicans. Ambos
contém, preferencialmente, cadeias de HS ligadas covalentemente (O’CONNELL,
WEERARATNA, 2011).

Muitas das fungbes do PGHS dependem da sua habilidade em ligar e
modular vérias proteinas como: fatores de crescimento, enzimas, quimiocinas e
proteinas estruturais da MEC (FJELDSTAD, KOLSET, 2005). E bem caracterizada a
ligacdo de PGHS com fatores de crescimento e, com 0 Seu respectivo receptor,
sendo, em alguns casos, considerado como coreceptor, como por exemplo no caso
do FGF-2 (LOPES, DIETRICH, NADER, 2006).

Nas células tumorais, os PGHSs podem ter ambos efeitos, pro-
tumorigénicos e anti-tumorigénicos, dependendo da sua composicdo proteica, das
cadeias de GAGs que o compdem, das moléculas associadas, da sua localizacdo e
do estagio tumoral (FJELDSTAD, KOLSET, 2005; I0ZZO, SANDERSON, 2011).

Como discutido anteriormente, a metastase envolve a desadesdo das
células do tumor original primario e invasdo, atravessando a membrana basal,
chegando ao estroma. Uma vez no estroma, as células tumorais podem penetrar no
tecido endotelial e cair na corrente circulatéria. Na circulacdo, PGHSs presentes nas
células tumorais podem mediar a adesdo destas, para as célula endoteliais, atraves
da ligacdo com a P-selectina (FJELDSTAD; KOLSET, 2005). Ainda, o maior
componente da membrana basal, subjacente as células endoteliais, € o perlecam.
Assim, 0 extravasamento das células requer também a degradacdo de HS
(FJELDSTAD, KOLSET, 2005).

2.4.2.1.1 Perlecam

O perlecam é um PGHS encontrado na lamina basal e na matriz intersticial
de tecidos, incluindo cartilagem (FARACH-CARSON, CARSON, 2007). O perlecam
tem papel importantissimo na angiogénese (acdo pré angiogénica) e integridade
estrutural (FJELDSTAD, KOLSET, 2005). Por exemplo, a falha na expressdo do
gene Hspg2, que codifica para o perlecam, causa letalidade embrionaria em

aproximadamente 12 dias. Isso é primariamente causado por hemorragia
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intrapericardial, principalmente devido a falta de perlecam, gerando falha estrutural
na membrana basal (I0ZzZO, SANDERSON, 2011). Assim, o perlecam esti
intimamente relacionado a patologias associadas a circulagcdo cardiovascular.

Ainda, por apresentar alta afinidade de ligacdo com o FGF-2, um fator pré-
angiogénico, suas cadeias de heparam sulfato s&o cruciais para a atividade
angiogénica, como evidenciado nos animais transgénicos que nao expressam O
dominio que contém as cadeias de GAG (I0ZZ0O, SANDERSON, 2011).

No melanoma invasivo, a expressao do perlecam € 15 vezes maior do que o
normal, resultando numa abundante deposicdo desse proteoglicano na matriz
pericelular das células tumorais. Entretanto, quando € feita a estabilizacdo da
expressao desse PG (levando a niveis similares ao dos melandcitos) ha a supressao
da proliferacdo e invasédo celular (10ZZO, SANDERSON, 2011), reduzindo assim a

tumorigénese do melanoma.

2.4.2.1.2 Sindecam

Os sindecans sdo uma familia de proteoglicanos transmembranicos que
carregam predominantemente cadeias de HS. A cadeia proteica consiste de um
curto dominio intracelular, um dominio transmembranico altamente conservado e um
ectodominio, o qual estruturalmente € divergente na sequencia de aminoacidos
dentre os 4 membros da familia (I0ZZ0O, SANDERSON, 2011).

A ancoragem de células aos componentes da MEC é, além de outros
componentes de adesdo, mediado através desta familia de PGHS. O sindecam
possui funcdo tanto na sinalizacdo extracelular quanto intracelular (FJELDSTAD,
KOLSET, 2005; 10ZZO, SANDERSON, 2011). Na superficie da célula, o core
proteico e as cadeias de HS do sindecam possuem uma série de funcdes,
promovendo a interacdo célula-célula e célula-MEC, e regulando a sobrevivéncia
celular, adesao e migracao.

Ainda, os sindecans podem sofrer acdo de sheddases que clivam sitios
especificos do ectodominio, liberando-o0 no espacgo extracelular, 0 que o torna uma
molécula biologicamente ativa. Esses fragmentos sollUveis, com cadeias de HS

intactas, podem interagir com componentes da MEC, tornando-se parte dela, ou,
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podem permanecer sollveis e influenciar o ambiente celular, at¢é mesmo de forma
distante ao seu local de origem (FJELDSTAD, KOLSET, 2005; 10ZZO,
SANDERSON, 2011). Ainda, podem regular a atividade de fatores de crescimento
ou competir pelo mesmo sitio de ligacdo (FJELDSTAD, KOLSET, 2005; LOPES,
DIETRICH, NADER, 2006).

Clinicamente, pode ser utilizado como um biomarcador de detecgéo inicial ou
tardia do cancer (FJELDSTAD, KOLSET, 2005; 10ZZ0O, SANDERSON, 2011). Sua
expressao e fungdo, nas células tumorais, sdo divergentes de acordo com o tipo de
cancer. Por exemplo, o sindecam-1 € pouco expresso em muitos tipos de céancer,
bem como: cancer de prostata, carcinoma escamoso de cabeca e pescoco, pulmao,
cancer de laringe, mesotelioma maligno, mieloma multiplo e carcinoma colorretal.
Nesses casos, a baixa expressdo de sindecam esta associada ao aumento da
agressividade tumoral e consequentemente um prognostico ruim. De forma
contraria, o aumento da expressdo esta associada com aumento da invasdo em

cancer pancreatico, gastrico, de mama e de ovario (FJELDSTAD, KOLSET, 2005).

2.4.2.1.3 Glipicam

Os glipicans compartilham similaridades com os sindecans, no que diz
respeito a expressao, sao encontrados componentes da membrana plasmatica e
interagem com uma gama de proteinas da MEC, citocinas, fatores de crescimento e
seus receptores, e regulam a sinalizacdo celular durante a morfogénese, na
homeostasia fisiolégica e na carcinogénese. No entanto, diferem dos sindecans na
maneira de interacdo com a membrana celular, a qual ocorre via ancora de glicosil-
fosfatidil-inositol (GPI). Todos os membros da familia dos glipicans possuem, na
regido C-terminal, sitios de ligacdo para cadeias de HS, bem como sequéncia de
ligacdo para ancora de GPI (10ZZO, SANDERSON, 2011). Assim, enquanto o
sindecam apresenta varios locais de insercao para as cadeias de GAGs ao longo de
toda a estrutura proteica, nos glipicans elas sao restritas apenas a regido préoxima da
membrana plasmatica (SONG, FILMUS, 2002). Além das suas cadeias de HS, o

core proteico do glipicam pode também mediar importantes funcées, bem como
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estimular apoptose e dar suporte a via de sinalizagdo Wnt (10ZZO, SANDERSON,
2011), entre outras funcgoes.

Foram identificados seis tipos de glipicans (GPC1 ao GPC6). A importancia
do ancoramento da proteina a membrana via GPI ainda ndo € bem conhecida, mas
sabe-se que uma das suas funcbes € direcionar essas proteinas (ou o
proteoglicano) as balsas lipidicas (lipid rafts), facilitando a interacdo com moléculas
sinalizadoras intracelulares, jA que ndo apresentam dominios citoplasmaticos, como
os sindecans. O grau de glicosilagdo dos glipicans também influencia a sua
distribuicdo na membrana plasmética (SONG, FILMUS, 2002).

O glipicam-1 é encontrado em células cancerosas do péancreas e em
fibroblastos circundantes, mas nao estd presente em células pancreéaticas normais
(KLEEFF et al., 1998; NAKATSURA, NISHIMURA, 2005). Ja o glipicam 3 é
superexpresso em carcinoma hepatocelular e em melanoma (HONSOVA et al.,
2011). Ainda, o glipicam 3 tem sido utilizado como alvo terapéutico, utilizando
anticorpos, principalmente em carcinoma hepatocelular (HCC), mas também tem
sido marcador importante em diversos outros tipos de tumores, incluindo melanoma
(HO, KIM, 2012). Em HCC as pesquisas com anti-glipicam 3 estdo mais avancadas,
onde ja ha relatos de diversos estudos fase clinica | (HO, KIM, 2012; SAWADA et al.,
2012) e alguns ja iniciados em fase Il (SAWADA, NAKATSURA, 2012).

2.4.2.2 Enzimas que podem modificar a estrutura de PGHS: Sheddases,

heparanases e sulfatases

Modificacbes enzimaticas de PGHS tém emergido como um importante
mecanismo de regulacdo da funcdo destes PG no cancer. Essas modificacdes
consistem basicamente em trés tipos: clivagem do core proteico por sheddases, as
guais podem liberar dominios solUveis do PG da superficie das células; clivagem de
cadeias de heparam sulfato realizadas por heparanases e a remoc¢do de 6-O
sulfatos das cadeias de heparam sulfato, por sulfatases extracelulares (Figura 14).
Essas modificacbes na estrutura do PG podem dramaticamente impactar na fungéo
da molécula e levar a mudancas do comportamento da célula tumoral (I0ZZO,
SANDERSON, 2011).
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O shedding ocorre através da atividade de varias MMPs, as quais clivam o
core proteico do PG liberando o ectodominio funcional. Esses ectodominios podem
entdo se difundir dentro do microambiente onde podem interagir com moléculas de
outras células ou também se ligar com componentes da MEC. Além disso, podem se
difundir no soro, sendo detectados, assim sdo usados como marcadores para o
cancer (p.ex.: sindecam-1, glipicam-3) (10220, SANDERSON, 2011).

A heparanase é uma endo-B-D-glucuronidase rara em tecidos normais, mas
em tumores malignos é superexpressa (SANDERSON et al.,, 2005; 10ZZ0,
SANDERSON, 2011). Age clivando cadeias de heparam sulfato em fragmentos (de
5-7 kDa), os quais, parecem ser biologicamente mais ativos do que o heparam
sulfato nativo de origem (SANDERSON et al., 2005). Através de ambas atividades,
enzimaticas e nao enzimaticas (p.ex.. fragmentos de HS que liga receptores
celulares e estimula a via de sinalizacdo ERK, resultando no aumento da expressao
de MMP-9), a heparanase ajuda a progressao tumoral pela degradacdo da MEC,
estimulando a sinalizacao celular e pela upregulation de genes que promovem o
fendtipo tumoral agressivo (I0ZZO, SANDERSON, 2011). Assim, a expressado da
heparanase pelas células tumorais tém sido associada com o0 aumento do
crescimento tumoral, metastase, bem como angiogénese.

O PGHS pode sofrer a acdo de outras enzimas, as sulfatases. Estas
sulfatases removem o 6-O sulfato das cadeias dissacaridicas trissulfatadas de
heparam sulfato. Isto altera a afinidade das cadeias de HS por fatores de
crescimento e por receptores de fatores de crescimento. As sulfatases possuem
diferentes expressfes em diferentes tipos de cancer. No melanoma ha a presenca
elevada de sulfatase 2 (Sulf 2) (SANDERSON et al., 2005).
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Figura 14. Sitios de acao de sheddases, heparanases e sulfatases. A Figura representa o local de
acao nos PGHS, dessas trés enzimas, resultando no remodelamento do proteoglicano (Fonte:
Adaptado de SANDERSON et al., 2005).
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2.4.2.3 Proteoglicano de condroitim sulfato

O proteoglicano de condroitim sulfato (PGCS) é composto por unidades
alternadas dissacaridicas de &cido D-glucurbnico e D-N-acetilgalactosamina. A
biossintese das cadeias de condroitim sulfato (CS) na estrutura proteica resulta na
formacéo de PGCS, como o agrecam (cartilagem), versicam (tecidos conectivos nao
cartilaginosos), decorim e biclicam. O CS é ligado a residuos de serina do esqueleto
proteico, onde uma ligacéo de tetrassacarideo € adicionada, podendo ser modificado
pela incluséo de grupos sulfatos (no C-4 e/ou C-6 do N-acetil-glucosamina e/ou no
C-2 do acido glucurénico). Sua cadeia CS é capaz de interagir com fatores de
crescimento, moléculas de adesédo, lipoproteinas, entre outras, sendo assim
necessario na organizacao da matriz extracelular (ASIMAKOPOULOU et al., 2008).

Proteoglicano de condroitim sulfato 4 humano (PGCS4), originalmente
conhecido como Antigeno de alto peso molecular associado ao melanoma (HMW -
MAA) ou como Proteoglicano de Condroitim Sulfato do Melanoma (MCSP), foi
identificado ha 30 anos em células humanas melanociticas. O proteoglicano
correspondente em camundongos e ratos € conhecido como NG2 (Antigeno nervo-
glial 2) (PRICE et al., 2012).

PGCS consiste em uma proteina transmembrana, modificada
covalentemente no Complexo de Golgi com cadeias de CS, sendo expresso em
diversos tecidos durante o desenvolvimento. Além disso, este PGCS4 é importante
na homeostase e esta envolvido na manutencdo das células tronco, sendo
encontrado nas células tronco da epiderme. Sabe-se que ele esta associado com a
progressdo do melanoma, sendo expresso na fase RGP, aumentando a migracéo,
ativacao de proteases e promovendo a transi¢cao epitélio-mesénquima (EMT). Assim,
a EMT facilita a progressdo do tumor primario da fase RGP para o VGP, e
consequentemente, promove a metastase (PRICE et al.,, 2012). Mizumoto e
Sugahara (2013) descreveram como se desenvolve a metastase pulmonar pela
interacdo das cadeias GAGs de MCSP (entre elas condroitim sulfato) nas células
tumorais e 0 RAGE (receptor de produto final de glicosilacdo avancada), um membro
da superfamilia de imunoglobulinas que, quando ligado a cadeia GAG, aumenta a
capacidade de invaséo, proliferacdo e angiogénese das células tumorais. O
mecanismo descrito € demonstrado na Figura 15.
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Figura 15. Metastase pulmonar pela interagdo GAG-RAGE. A Figura ilustra o desenvolvimento de
metastase pulmonar em camundongo. As células tumorais deixam a circulacdo sanguinea e sua
porcdo GAG interage com o receptor RAGE das células endoteliais vasculares. Em seguida, as
células tumorais promovem a invasao, proliferacdo celular e angiogénese (Fonte: adaptado de
MIZUMOTO, SUGAHARA, 2013).

Devido a resisténcia do melanoma a terapias, um estudo realizado por Bruyn
e colaboradores (2010) demonstrou a eficacia do composto anti-MCSP: TRAIL,
contra o melanoma. Este consiste de um anticorpo contra o proteoglicano condroitim
sulfato associado ao melanoma (MCSP), sendo que um fragmento especifico do
anticorpo (scFv) esta fusionado a um TRAIL (ligante indutor de apoptose relacionado
ao fator de necrose tumoral) humano soluvel. Sabe-se que o TRAIL controla a
apoptose em células malignas, incluindo o melanoma. O tratamento com este
composto in vitro e in vivo demonstrou inibir o crescimento das células melanociticas
pela inducdo a apoptose. Outras abordagens tém sido realizadas utilizando
anticorpo anti-PGCS como imunoterapia contra alguns tipos de canceres, incluindo
melanoma (PRICE et al., 2012).

A expressdo do PGCS4 influencia diretamente ou indiretamente a ativacao
de mudltiplas vias de sinalizacdo associadas com a transformacdo oncogénica.
Dentre as vias que sao impactadas pelo PGCS4 incluem aquelas envolvidas na
sobrevivéncia (PI3K, AKT e NFkB), adesdo (FAK e integrinas), crescimento e
motilidade (via tirosina quinase — RTK e ERK). Dessa forma nao € de se surpreender

gue o PGCS4 tém sido investigado como alvo terapéutico contra o melanoma e
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outros tipos de cancer (PRICE et al., 2012). Estudos clinicos tém testado anticorpos
contra PGCS4 (usando anticorpos anti-antiotipico, que quando aplicado no paciente
gera anticorpos contra 0 PGCS4) em pacientes com melanoma, e o resultado foi um
aumento significativo de sobrevivéncia (Revisado por PRICE et al., 2012).

O potencial metastatico das células tumorais € um importante determinante
para a morbidade e mortalidade em pacientes com cancer (FJELDSTAD, KOLSET,
2005). Assim, tratamentos que alterem a expressédo ou atividade de proteinas, ou a
propria fisiologia da célula tumoral, as quais estdo envolvidas na facilitacdo da
migracgéo, invasao e colonizacdo, ou seja, que estdo diretamente ou indiretamente
vinculadas ao sucesso metastatico, sdo de extrema importancia para melhorar a

gualidade de tratamento atual.

2.5 Tratamento atual

As opcdes de tratamento para o melanoma ainda sdo muito limitadas,
apesar dos avangos na imunoterapia e terapias alvo. De acordo com o Comité
Americano de Cancer (American Joint Committee on Cancer — AJCC), o tratamento
padrdo recomendado para pacientes com melanoma metastatico € o quimioterapico
dacarbazina. No entanto, a efetividade desse medicamento e de seu analogo,
temozolomida, é menor que 15% e geralmente reversivel. Somente 1 a 2% dos
pacientes tém uma resposta duradoura a esses quimioterapicos (Revisado por
GARBE et al., 2011).

Outra opcédo de terapia € a imunoterapia, como p.ex. com interleucina-2 (IL-
2). Esta € uma glicoproteina descrita primeiramente em 1976 como fator de
crescimento de células T, responséavel pela regulacao e proliferacdo dessas células.
A IL-2 foi a segunda citocina exdgena que demonstrou efeito contra tumores soélidos
e foi aprovada pelo FDA americano (Food and Drugs Adminstration) em 1998 para o
tratamento de melanoma metastatico (KIRKWOOD et al., 2012). O tratamento com
IL-2 é realizado com altas doses, 0 qual apresenta efeito prolongado, sendo que foi
obtido resposta completa em uma porcentagem pequena de pacientes; entretanto,
nunca foi estabelecido formalmente um estudo comparativo de fase Ill (Revisado por

GARBE et al., 2011). A toxicidade associada com altas doses de IL-2 sdo severas,
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porém reversiveis, incluindo complicacbes hemodindmicas como: hipotensao,
edema, ganho de peso, diminuicdo da funcdo renal, alteracbes na tireoide,
insuficiéncia respiratéria e neurotoxicidade (GARBE et al., 2011; KIRKWOOD et al.,
2012).

Para pacientes com nodulos iguais ou maiores a 2mm com ou sem
metastase, tém sido usado como terapia, o interferon-a (IFN-a) (GARBE et al.,
2011).

Terapias adjuvantes a quimioterapia tém sido adotadas, mas, ainda, com
beneficios limitados. Nos Ultimos 25 anos, as terapias adjuvantes para pacientes
com melanoma de risco intermediario a alto (como a radioterapia local,
imunoestimulantes sistémicos - p.ex.: BCG-, ou imunomoduladores farmacoldgicos
como o levamizol), tém sido substituidas por agentes bioldgicos como o interferon-a
(IFN- o), fatores que estimulam granulécitos/macrofagos, e anticorpos que
funcionam como imunoreguladores, bem como aqueles que bloqueiam a
citotoxicidade de antigeno 4, associados a linfocitos T (CTLA-4) (GARBE et al.,
2011).

A vacina contra 0 cancer é uma estratégia terapéutica que tem sido
extensivamente perseguida na esperanca de melhorar o reconhecimento
imunologico e a resposta imune antitumoral efetora, através da melhora da
apresentacao de antigenos, e a habilidade de estimular a memoria das respostas de
células T de forma a torna-las mais duradouras (GARBE et al., 2011; KIRKWOOD et
al., 2012).

Até entdo, os tratamentos convencionais (quimioterapia e radioterapia) séo
pouco efetivos no tratamento do melanoma, causam varios efeitos colaterais e
reduzem a qualidade de vida dos pacientes. Assim, ha claramente a necessidade de
investigar novas estratégias terapéuticas, que, de maneira adjunta ao tratamento
convencional, traga melhoras no quadro clinico e aumento da qualidade de vida do

paciente, além de inibir o crescimento tumoral.
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2.6 Medicina Alternativa e Complementar no tratamento do cancer

A medicina alternativa e complementar tem sido definida como qualquer
diagnéstico, tratamento ou prevencdo que complementa a medicina tradicional,
contribuindo para o bem estar geral, satisfazendo uma demanda néo atingida pela
medicina ortodoxa (MOLASSIOTIS et al., 2005).

A medicina alternativa e complementar inclui uma ampla variedade de
terapias, dentre elas encontra-se a homeopatia (STONEMAN et al., 2013). O termo
medicina alternativa e complementar é aceito e utilizado pela Organiza¢cdo Mundial
da Saude. No entanto, no Brasil a homeopatia é considerada uma terapia integrativa
e complementar a terapia convencional (Brasil, PNPIC, 2006).

Nos ultimos anos houve um aumento no interesse em usar a medicina
integrativa, ou seja a combinagdo da medicina alternativa e complementar, com a
medicina convencional para otimizar o tratamento de varios tipos de neoplasias
(MONTFORT, 2000), ganhando indubitavelmente, importancia na area médica,
econdmica e social (MOLASSIOTIS et al., 2005). Segundo Montfort, em 2000, um
em cada trés pacientes diagnosticados com cancer faziam também o uso de outra
abordagem terapéutica. Pacientes com cancer muitas vezes optam por terapias
complementares. Dentre os diversos tipos de medicina integrativa utlizada, as
terapias mais procuradas pelos pacientes sdo a medicina nutricional e fitoterapica,
bem como a homeopatia (compostos ou complexos altamente diluidos)
(MONTFORT, 2000). No caso da homeopatia, 0os pacientes utilizam principalmente
como tratamento paliativo ou de suporte, no qual ha melhora do bem estar geral,
bem como para aliviar a dor resultante da doenca ou tratamentos convencionais
(Revisado por MILAZZO; RUSSELL; ERNST (2006). Na Europa, 7 de 14 paises
comumente usam homeopatia como terapia complementar (VIKSVEEN; DYMITR;
SIMOENS, 2013).
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2.7 Homeopatia

2.7.1 Definicéo e Historia

A palavra homeopatia vem do grego, onde, “hdémoios” + “pathos” =
semelhante + doenca. Essa forma de terapéutica foi fruto da pesquisa do médico
aleméao Christian Friedrich Samuel Hahnemann (1755-1843), fundada e solidificada
a mais de 200 anos (ERNST, 1997; JONAS, JACOBS, 1998) (Figura 16) que baseia-
se, de forma geral, no principio da similaridade, onde o “semelhante cura o
semelhante”. Em outras palavras, Hahnemann propés que se uma substancias é
capaz de induzir uma seérie de sintomas em um sistema vivo saudavel, baixas doses
dessa mesma substancia pode curar esses sintomas sobre certas circunstancias
(BELLAVITE et al., 2005).

Figura 16. Christian Friedrich Samuel Hahnemann. Acima é representado o retrato de Samuel
Hahnemann (1755-1843), nascido na Alemanha, formou-se em medicina e foi quem primeiro
descreveu a homeopatia, sendo considerado o “pai” dessa terapia (Fonte: VICKERS; ZOLLMAN
1999).

Hahnemann estudou medicina numa época em que o ensino médico era
muito tedrico (século XVII), a ponto de ser filosofico, e praticamente isento de
qualquer contato com o paciente. Os tratamentos baseavam-se nas sangrias e
purgativos, que na maioria das vezes piorava 0 quadro clinico do paciente ao invés
de promover a cura (JONAS, JACOBS, 1998; Brasil, 2011). Era um pensador

progressista, um critico mordaz da medicina da sua época. Abandonou a pratica da
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medicina vérias vezes especificamente porque ndo concordava e ndo considerava
ético 0 uso de doses multiplas e muitas vezes téxicas dos medicamentos. Aos 24
anos dominava nove idiomas (latim, grego, hebraico, inglés, francés, italiano,
espanhol, arabe e alemao), e era gracas a esse conhecimento dos variados idiomas
que Hahnemann se manteve financeiramente, por muito tempo (TETAU, 2001).
Apesar da homeopatia ter sido criada por Hahnemann, o principio basico da
da similitude, foi primeiramente enunciado por Hipdécrates no século IV a.C.
(BELLAVITE et al., 2005), no entanto a criacdo da terapia homeopatica aconteceu
em 1796 quando Hahnemann descreveu 0 que seria a base do método
homeopatico. Durante a traducdo de um livro sobre ervas de um famoso autor
britanico, chamado William Cullen, no qual declarava que a razéo da eficacia de uma
droga de nome quinina contra a malaria era seu amargor e adstringéncia,
Hahnemann percebeu a irracionalidade dessa explicacdo e logo relacionou varios
outros remeédios que eram ainda mais amargos que a quinina e que nao tinham
gualquer efeito contra a malaria. Em seguida, descreveu um experimento que
realizou usando a si préprio como cobaia, no qual demonstrava a razao pelo qual a
guinina atuava de forma eficaz contra a malaria, cuja descricéo é transcrita abaixo:
“Tomei, durante varios dias, a titulo de experiéncia, quatro dracmas
de quina boa (cinchona, fonte de quinina) duas vezes ao dia. Meus
pés e pontas dos dedos das maos ficaram gelados, eu fiquei languido
e sonolento; em seguida meu coragcdo comecou a palpitar, meu pulso
ficou rigido e rapido; uma ansiedade e tremedeira intoleraveis;
prostracdo em todos os membros; depois, pulsacéo na cabeca, rubor
na face, sede; logo todos os sintomas geralmente associadas a febre
intermitente apareceram de forma sucessiva, mas sem 0 rigor
propriamente dito... Esse paroxismo durava sempre de duas a trés

horas e recorria quando eu repetia a dose. Descontinuei o tratamento
e recobrei a saude.” (JONAS, JACOBS, 1998)

Hahnemann sugeriu, basicamente, que a mesma droga poderia atuar de
forma terapéutica quando produzia, em uma pessoa saudavel, sintomas
semelhantes a de uma pessoa doente. Assim Hahnemann constata a teoria dos
semelhantes, “similia similibus curentur” — o semelhante cura o semelhante, que de
fato € uma teoria Hipocréatica (Brasil, 2011). A principio, essa constatacdo de
Hahnemann parece ser absurda e sem fundamento, mas se analisarmos com mais
cuidado a terapéutica médica atual veremos que sao usadas formas de abordagem

7

dos semelhantes, assim como a que Hahnemann prop6s. Um exemplo é uso da
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Ritalina, cuja droga € um estimulante do sistema nervoso central, e no entanto é
utilizada no tratamento de pacientes hiperativos (JONAS, JACOBS, 1998).

A partir de entdo, nasceu um sistema para o desenvolvimento cientifico da
escola da semelhancga, que orientaria a descoberta de outros medicamentos usados
na homeopatia até hoje. Hahnemann e seus alunos testaram dezenas de
medicamentos mais usados; deram-lhes a pessoas saudéaveis (inclusive eles
mesmos, amigos e familiares) e observaram e documentaram cuidadosamente os
sintomas produzidos (JONAS, JACOBS, 1998; TETAU, 2001; BELLAVITE et al.,
2005). Essas observacdes e experimentacdes deram origem as principais obras de
Hahnemann: Organon, Doencas Crdnicas e Matéria Médica, os quais foram
publicados em vérias edi¢cdes (BELLAVITE et al., 2005).

Desde o inicio, Hahnemann partiu do principio de que pessoas diferentes
teriam graus diferentes de sensibilidade até aos mesmos medicamentos. Essa
abordagem deu a homeopatia um foco diferente da medicina convencional. A
homeopatia tornou-se a medicina do individuo e ndo da média ou do comum, sendo
este, o primeiro fundamento da homeopatia, a individualizacdo do tratamento. A
homeopatia tornou-se um sistema que se concentrava de forma intensa no individuo
e levava em consideracdo todos os sintomas, subjetivos e objetivos, fisicos,
emocionais e mentais. Esses dois aspectos, individualizacdo e holismo, sdo, ao
mesmo tempo, o ponto forte e fraco da homeopatia. A ciéncia moderna tomou uma
direcao diferente, agrupando os pacientes em categorias de diagnéstico e dividindo-
0S em varios grupos para o tratamento por diferentes especialidades (JONAS,
JACOBS, 1998; TETAU, 2001; BELLAVITE et al., 2005).

Apoés testar os medicamentos detalhadamente, Hahnemann passou a aplica-
los em enfermos. A principio administrou-os em doses normais, porém se deparou
com o mesmo problema que abominava na pratica médica convencional, 0s
medicamentos produziam efeitos toxicos nocivos. A partir de entdo comecou a diluir
0s medicamentos de uma forma singular, “potencializando” o medicamento (obtido
pela extensiva “sucussdo”, nada mais € do que agitacdo, seguida de diluicdes
seriadas) (WAISSE, 2012), administrando-os em doses cada vez menores. Essa
pratica ndo somente reduziu ou aboliu seus efeitos téxicos, como também
paradoxalmente aumentou seu poder curativo (BELLAVITE et al., 2005), sendo este
um dos aspectos mais controversos da homeopatia até hoje. Embora, anteriormente

a Hahnemann, o médico Paracelso (séc. XVIIl) ja havia observado e citou que “a



55

dose faz o veneno”, ou seja, a quantidade ingerida de uma substancia é que
determina quais serdo os efeitos no organismo (JONAS, JACOBS, 1998; TETAU,
2001), sendo esta uma das afirmagbes mais importantes, farmacologicamente,
citada por Paracelso. Posteriormente as conclusdes de Hahnemann, pesquisadores
da farmacologia observaram que doses baixas de medicamentos tinham efeito
paradoxal em comparagcdo a doses altas, corroborando assim com o que
Hahnemann havia visto (JONAS, JACOBS, 1998; TETAU, 2001).

Dessa forma, a homeopatia segue quatro pressupostos e fundamentos
baseados nas observacbes e estudos de Hahnemann: a lei da semelhanca (1), a
escolha do medicamento a partir dos sintomas da doenca (2), a utilizacdo de doses
minimas (3), e a utilizacdo de medicamentos Unicos (4).

Em 1840 o meédico francés Benoit Jules Mure, introduziu a homeopatia no
Brasil, onde as matérias primas (tinturas mae) homeopaticas eram importadas
principalmente da Europa. Atualmente, o preparo dos medicamentos homeopéaticos
€ realizado seguindo as normas da Farmacopeia Homeopéatica Brasileira, mas todos
0s preceitos basicos foram e sdo mantidos de acordo com o que Hahnemann
postulou (Brasil, 2011). Em 1841 Mure fundou a Escola de Homeopatia do Rio de
Janeiro, em 1842 surge o Instituto Homeopatico de Sai (Santa Catarina — SC) e a
primeira farmacia homeopatica do Rio de Janeiro. Em 1845 é criada a Escola
homeopatica do Brasil (direcdo de Jodo Vicente Martins), a qual € posteriormente
substituida pela Academia Médico-Homeopatica do Brasil. Mais tarde, em 1914,
Licinio Cardoso, fundou no Rio de Janeiro a Faculdade Hahnemanniana, a ela foi
anexada o Hospital Homeopatico do Rio de Janeiro. Em 1966, no governo de
Castello Branco foi decretada obrigatéria a inclusdo da Farmacotécnica
Homeopatica em todas as faculdades de farméacia do Brasil. Apdés 11 anos (1977) foi
publicada a primeira edicdo oficial da Farmacopeia Homeopatica Brasileira. Por fim,
em 1980, o Conselho Federal de Medicina reconheceu oficialmente a homeopatia
como especialidade médica (Revisado por CORREA, BATISTA, QUINTAS, 1997)

Atualmente, a Homeopatia como pratica de saude, estd disponivel
gratuitamente no Sistema Unico de Saude (SUS), ja que em 2006 foi aprovada a
portaria n° 971 que regulariza a Politica Nacional de Prética Integrativas e
Complementares (PNPIC), onde o Ministério da Saude garante acesso gratuito as
praticas integrativas. Com isso, € observado que a utilizacdo da Homeopatia vém

crescendo no decorrer dos anos. Segundo o Ministério da Saude, em 2000 foram
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realizados 257.508 consultas em homeopatia, ja em 2007 foram 312.533 consultas

(disponivel em portalsaude.saude.gov.br). Esses dados demonstram o crescimento

da demanda por praticas integrativas, como a homeopatia, e a importancia dessa

terapia para saude publica.

2.7.2 Origem e preparacao dos produtos homeopéaticos

A origem das substancias usadas é variada podendo ser derivadas de:
plantas, animais, minerais, substancias quimica-farmacéuticas, substancias e/ou
materiais biologicos, patolégicos ou ndo, aléem de outros agentes de diferente
natureza (Brasil, 2011).

As substancias solluveis séo dissolvidas em uma solucéo hidroalcodlica. Essa
mistura € armazenada em um recipiente hermeticamente fechado, por tempo
determinado para cada tipo de material e agitado frequentemente. Apos, esse
preparado é filtrado e essa solugcdo resultante € chamada de tintura mae (TM),
matéria prima para a preparacao dos produtos homeopaticos.

O processo de preparacdo compreende a diluicdo em etapas com agitacéo ou
sucussao (dinamizacao) entre cada etapa. O resultado final do produto dinamizado e
diluido € chamado de poténcia (WAISSE, 2012). Ha trés sistemas de dinamizacdes
homeopaticas, o decimal (1:10), representado por DH (p.ex.. Thuya 30DH, é dito
Thuya na poténcia 30 da escala decimal, ou seja a substancia foi diluida 1:10, por 30
vezes); o centesimal, representado por CH (p.ex.: 200CH, poténcia 200 da escala
centesimal); e o cinquenta milesimal representado por 1/LM (p. ex.: 1/LM, uma
poténcia da escala cinquenta milesimal). Na escala decimal, centesimal e cinquenta
milesimal, os medicamentos séo diluidos 1:10, 1:100 e 1:50.000, respectivamente
(JONAS, JACOBS, 1998).

Por fim, a homeopatia é uma ciéncia relativamente nova onde as pesquisas
cientificas estdo em pleno desenvolvimento. Diversos modelos experimentais, tais
como: modelos in vitro e in vivo, clinico, randomizado, duplo cego, entre outros, tém
sido realizados com intuito de melhorar a compreensao dos efeitos das substancias
altamente diluidas, a fim de validar essa terapéutica que tém 6timos resultados, mas

ainda sofre preconceito na area médica.
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2.8 Homeopatia e Cancer

Varios estudos com a homeopatia tém sido realizados no mundo com énfase
em diferentes perguntas e modelos experimentais. Em um trabalho experimental
realizado por SUNILA e colaboradores (2009), foi investigada a acao in vitro de
compostos altamente diluidos em diferentes linhagens celulares, dentre elas:
linhagem de linfoma (DLA), carcinoma de Ehrlich (ECA), fibrosarcoma murino (L929)
e células de ovéario (CHO). Neste trabalho foi observado que os compostos
altamente diluidos testados apresentaram citotoxicidade nas linhagens tumorais, no
entanto ndo foram citotéxicos para as células CHO.

BEN-ARYE e colaboradores (2012) fizeram um trabalho de revisdo
bibliografica no qual identificaram 85 artigos de estudos clinicos relacionando
diretamente a medicina alternativa e complementar (entre elas o uso de compostos
altamente diluidos) na terapia adjuvante ao cancer.

Ha mais de 10 anos nosso grupo de pesquisa tem testado a acédo de
compostos e complexos naturais altamente diluidos em células do sistema imune
(PIEMONTE; BUCHI, 2002; OLIVEIRA et al., 2006; LOPES et al., 2006; OLIVEIRA
et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011), na ativacdo e diferenciacdo de ceélulas tronco
(CESAR et al., 2008; ABUD et al., 2006; CESAR et al., 2011) e atividade antitumoral
(SATO et al., 2005; GUIMARAES et al., 2009; GUIMARAES et al., 2010).

Recentes estudos demonstraram efeitos antitumorais dos complexos em
células de melanoma. Essas células foram reconhecidas por macréfagos, que foram
cultivados na presenca de linfocitos pré-tratados com os complexos altamente
diluidos (GUIMARAES et al., 2009). Em outro estudo, em modelo in vitro, o pré-
tratamento reduziu a capacidade invasiva das células B16F10 e aumentou a adeséo
celular. Nesse mesmo trabalho, em modelo in vivo, foi observado que os animais
tratados com complexos naturais altamente diluidos exibiram menor metastase
pulmonar, quando comparados com o0s animais que nao foram tratados
(GUIMARAES et al., 2010). Recentemente, ainda utilizando o melanoma murino
como modelo, Andrade (2011) demonstrou que um complexo altamente diluido (o
M1) é capaz de inibir o desenvolvimento de tumor sélido (subcutaneo) pela reducéo
da angiogénese.

A partir dos resultados obtidos por Guimardes e colaboradores, surgiu a

hipétese de que os complexos naturais altamente diluidos estariam alterando
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mecanismos celulares e moleculares das células de melanoma, chaves para a
progressao tumoral, como a capacidade de migracdo e invasao celular, cujo tema é

0 objeto desse trabalho.
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3 JUSTIFICATIVA

Diante de tantas variaveis que rodeiam essa rede intrincada de mecanismos
gue culminam com o desenvolvimento e progressdo do melanoma, e diante da
ineficacia dos tratamentos atuais para essa patologia grave, fazem-se necessarios
estudos de novas terapias com efeitos preferencialmente multiplos. Nesse sentido,
destaca-se a acdo dos complexos naturais altamente diluidos sobre células
tumorais, em especial o melanoma. Desde 2008, é testado o efeito antitumoral dos
complexos em modelo in vitro e in vivo usando células de melanoma (B16F10), com
resultados promissores (GUIMARAES et al., 2009; 2010; ANDRADE, 2011). No
entanto, sdo necessarios estudos complementares para que se possa compreender
como esses complexos agem na célula, para que ocorra efeito inibitorio sobre a
capacidade de invasdo in vitro, bem como a atividade antitumoral in vivo, como

observado anteriormente.
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4 OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

O objetivo geral do trabalho foi avaliar as possiveis alteragfes celulares e
moleculares nas células de melanoma murino (B16F10), apés o tratamento com
complexos naturais altamente diluidos, que justifiquem a diminuicdo do potencial

metastatico observada em estudos anteriores.

4.2. Objetivos Especificos

Para responder o objetivo geral foram determinados os seguintes objetivos
especificos:

v' Avaliar componentes importantes para a invasao celular, em especial as
MMPs;

v' Observar possiveis alteracdes na capacidade migratéria das células e de
metabdlitos que estdo envolvidos com esse processo celular;

v' Verificar se os complexos podem ocasionar alterac6es na viabilidade das
células, bem como na capacidade de proliferacao celular;

v" Analisar possiveis alteracfes na producdo de melanina e de moléculas que
estdo envolvidas na sua sintese;

v' Avaliar alteracbes no funcionamento do mecanismo de resisténcia a
multidrogas.

v Investigar alteracdes em carboidratos totais e glicoconjugados (glicoproteinas,

glicosaminoglicanos e proteoglicanos);



PLANO DE TRABALHO

Para alcancar os objetivos do trabalho os experimentos foram realizados de acordo com o fluxograma abaixo (Quadro
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Quadro 2. Representacdo esquemdtica da estratégia experimental utilizada para realizacdo dos objetivos deste trabalho. O quadro acima
ilustra o fluxograma experimental adotado para alcancar os objetivos propostos. Em materiais e métodos estdo descritos detalhadamente os
procedimentos realizados em cada etapa.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Complexos naturais altamente diluidos

Os complexos naturais altamente diluidos foram preparados segundo as
normas da Farmacopeia Homeopatica Brasileira. Tinturas-mae foram adquiridas a
partir de agéncias autorizadas e indicadas pelo Ministério de Saude que asseguram
a qualidade (livre de endotoxinas) e a composicao fisico-quimica dos produtos. A
partir destas tinturas-maes originais e padronizadas, foram realizadas diversas
diluicbes decimais (DH) em &gua destilada. Os complexos naturais altamente
diluidos, assim como o veiculo (agua destilada submetida as mesmas condi¢des de
producédo dos complexos M1 e M8, sem qualquer adicdo de tinturas-maes) foram
manipulados por Narciso da Lozzo Neto - CRF-PR 5604, na Farmacia
Homeoteréapica (http://www.homeoterapica.com.br/).

Neste trabalho foram utilizados dois complexos naturais altamente diluidos,
denominados M1 e M8, os quais tem sua composi¢cdo descrita na Tabela 1. Para a
realizacdo dos ensaios, os medicamentos foram esterilizados por filtracdo em
membranas estéreis 0,22um (Millipore, MA, USA) e mantidos protegidos da luz, a
temperatura ambiente, por no maximo 2 meses. Os resultados obtidos foram
comparados com o grupo veiculo (preparado nas mesmas condi¢cdes de producao
gue M1 e M8).
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TABELA 1. Composi¢do dos complexos naturais altamente diluidos com diluicdo
inicial e final de cada elemento.

Componentes Matriz Concentragdo final Concentracdo final (viv %)
M1 M8

Aconitum napellus ™ 20DH 20DH 0,1x10™"
Arsenicum album 6DH 18DH 18DH 0,1 x10™
Asa foetida ™ 20DH 20DH 0,1 x10™"
Calcarea carbonica 8DH 16DH 16DH 0,1 x10™
Chelidonium majus ™ 20DH - 0,1x10™"
Cinnamon ™ 20DH - 0,1 x10™"
Conium maculatum 5DH 17DH 17DH 0,1 x10™"°
Echinacea purpurea ™ 20DH - 0,1 x10™
Gelsemium sempervirens  TM 20DH - 0,1x10™
Ipecacuanha 5DH 13DH 13DH 0,1 x10™*
Phosphorus 12DH  20DH 20DH 0,1x10™"
Rhus toxicodendron 6DH 17DH 17DH 0,1 x10™°
Silicea 12DH  20DH 20DH 0,1x10™"
Sulphur 12DH  24DH 24DH 0,1x10%
Thuja occidentalis 6DH 19DH 19DH 0,1x10™"

* TM: tintura mae, DH: decimal

5.2. Linhagem celular e procedimentos de cultivo

Para a realizacdo do trabalho foram utilizadas células de melanoma murino
(B16F10), adquiridas do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ). Essas células
foram mantidas em meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
(livre de endotoxinas) (Lonza, Walkersville, MD, EUA) contendo 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Life Technologies Inc., Rockville, MD, EUA), 1 U/mL de penicilina e 1

Mg/mL de streptomicina (Life), a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO..

5.3. Tratamento in vitro

Para todos os experimentos, 24 horas apos o plagueamento celular em
frascos de cultura apropriados, as células foram tratadas com os complexos (M1 ou
M8) ou com veiculo, utilizando 20% de diluicdo final, com reforco de 1% a cada 24
horas, totalizando 96 horas de tratamento. A escolha do volume de 20% e reforco de
1% foi baseada em trabalho anterior do grupo (PIEMONTE, BUCHI, 2002). Os
complexos ou o veiculo foram vigorosamente agitados (sucussionados), 20 vezes

contra a palma da méo, imediatamente antes de cada tratamento.



64

5.4. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Foram plaqueadas 2,5 x 10* células em placas de cultura de 6 pocos e
tratadas por 96 horas. O RNA total foi isolado utilizando o Kit de extragdo de
E.Z.N.A.® RNA Isolation Kits (Omega Bio-Tek, Georgia, EUA) conforme protocolo
sugerido pelo fabricante. O RNA total obtido foi posteriormente quantificado
espectrofotometricamente utilizando NanoVue (GE Healthcare Life Sciences) e
processados para a obtencdo de cDNA. A sintese do “cDNA poliA+” foi realizada a
partir de 2 ug de RNA total, utilizando primers Oligo dT(18) (Fermentas Biotech Ltd.)
e a enzima SuperScript Il (Life Technologies Inc., Carisbad, CA, EUA), de acordo
com o protocolo recomendado pelo fabricante.

5.5. Quantificacdo da expressao génica por gRT-PCR

A expressdo dos genes de interesse foi quantificada comparando as
guantidades de mMRNA de cada gene, em relacdo a expressdo de genes
constitutivos na célula (controles internos). Nesse trabalho foram utilizados 3
controles internos para normalizacao:

1. hGAPDH, que codifica para a enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, uma enzima da via glicolitica;

2. hHPRT, gene que codifica para a hipoxantina-guanina fosforibosil
transferase, que € uma enzima do metabolismo de purinas e;

3. ACTB, gene que codifica a p-actina

Para isso, os cDNAs, obtidos de cada linhagem, foram diluidos 100 vezes e
utilizados nas reacfes de gRT-PCR. Todos os experimentos foram realizados no
equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems) utilizando SYBr Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) e primers especificos para 0os genes de interesse. As
eficiéncias dos primers foram determinadas de acordo com o método descrito por
Schmittgen e Livak (2008). A reacdo seguiu a curva de temperatura padrdo do
equipamento, repetidos por 40 ciclos. A expressao dos genes foi apresentada como
valores relativos a média geométrica entre as expressdes dos trés genes enddgenos

de expressao constitutiva e independente da progressdo dos tumores: GAPDH,
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HPRT e ACTB, através do programa geNorm v. 3.4, que utiliza o método descrito
por Vandesompele e colaboradores (2002).

Os primers foram desenhados utilizando o programa Primer Express® v. 2.0
da Applied Biosystems e foram avaliados quanto a especificidade utilizando o
programa BLAST, comparando com o banco de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information). A seguir € mostrado a tabela com os primers utilizados
(Tabela 2).
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TABELA 2. Sequéncia e concentracdo dos primers utilizados nos experimentos de

gRT-PCR.
Gene Concentracao Sentido Sequéncia
F- 5 CATCGCCCATCATCAAGTTCC-3
MMP-2 800nM R: 5-AGCCATAGAAAGTGTTCAGGTATT-3'
F- 5-GAACTCACACGACATCTTCCAGT-3
MMP-9 800nM R: 5-GTCCACCTTGTTCACCTCATTT-3’
F- 5 TGTCCCAGATAAGCCCAAAAAC-3
MT1-MMP 800nM R: 5 ATCCATCACTTGGTTATTCCTCAC-3’
F: 5 TTTCTCAAAGACCTATAGTGCTGG-3
TIMP-1 400nM R: 5. CTCCAGTTTGCAAGGGATAGA-3’
F- 5. GAGCGAGAAGGAGGTGGA-3
TIMP-2 400nM R: 5-CCGCACACTGCTGAAGA-3’
F: 5. GCCTCAAGCTAGAAGTCAACA3
TIMP-3 400nM R: 5-CCAGGTGGTAGCGGTAATTG-3'
- 00 F- 5. CTAGGTACTCTGATCCCCAAGTCAA3
R: 5-CCAGCTTCTTCTGTCGGTTTTC-3’
— F- 5 TGGTTCCTTTCATACCGCTC-3
Tirosinase 400nM R: 5- CTGACTCTTGGAGGTAGCTGT-3’
F- 5. GATGCGGTCTTTGACGAATGG-3
TYRP-1 600nM R: 5 TCTGTGTTGGTAACTGGAGGC-3
F: 5. TTTGACAGCCCTCCCTTCTTC-3
TYRP-2 600nM R: 5- GAGAGTCCAGTGTTCCGTCTG-3’
oo oM F: 5. CCGTCCTGGTCTCGATTACA3
eriecam n R: 5-AGGAAGTCTCGATGCGGATG-3’
o3 00 F 5 TCTACGACATGGAGAATGTGC-3
P R: 5-CAGATCTATATTGGCGTTGCTGG-3’
Sindocam 1 00 F- 5-GGCAACTCGGATCCACGAA-3
R: 5-GGAGGAACATTTACAGCCACAA-3’
Sindecam-2 00 F: 5 TTCCCCCAAAGTGGAAACCAT-3
R: 5 TGTCAACTTCCTCCTTGTCAGT-3
F- 5-GTACCATGCTACTCCGCAAC-3
PGCS4 400nM R: 5-GAGATTTCCAGCCGGTGAAC-3
eomranee 00 F: 5 TCTCCTTGACTACTGCTCTTCC-3
P R: 5-ATGCAACTCCACAAAGTCTTCTC-3’
Sultatoce 00 F: 5. CCTTCGCCGTGTATCTCAAC-3
R: 5-CACGTATGAGCCGTTGTACTC-3’
i aluronidase.1 00 F: 5 AAAGTTTGGAGAATGAAGCCCT-3
R: 5-GGTTGGATACCACGGAACCT-3
oo 00 F: 5-GACTCGGAAGACGCTTCAA-3
R: 5 TTGACTATGTAGGGAACCAGCA-3
F- 5 AAGATCAAGATCATTGCTCCTG-3
ACTB 800nM R: 5. CGTACTCCTGCTTGCTGATC-3
F- 5 ATCTTCTTGTGCAGTGCCAG-3’
GAPDH 800nM R: 5-GGCAACAATCTCCACTTTGCC-3
PRT 00 II; 5 TCCCTGGTTAAGCAGTACAGCCCC-3

5-AGTCTGGCCTGTATCCAACACTTCG-3'
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5.6. Atividade de metaloproteases por zimografia

Para avaliacdo da atividade de metaloproteases, 1x10° células foram
plaqueadas em placas de cultura de 96 pocos e tratadas com 0os complexos. O meio
foi coletado e 20 ul do sobrenadante contendo tampao de amostra com SDS (livre
de agentes redutores) foi resolvido por SDS-PAGE 10% copolimerizado com 1
mg/mL gelatina (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, EUA). Apés a eletroforese, os geéis
foram lavados 2 vezes com solugdo Triton-X 2,5% por 15 minutos a temperatura
ambiente e ent&o incubados em tampéo contendo 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 10 mM
CaCl, e 1 pM ZnCl, por 18 horas. Os géis foram fixados e corados utilizando
Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, EUA) 0,5%,
dissolvido em solugcdo agua:metanol:acido acético glacial na proporgdo 6:3:1. A
remocado do excesso de corante foi realizada utilizando solugédo descolorante,
contendo 10% de metanol e 10% de acido acético, diluidos em agua. Um padréo de
peso molecular foi utilizado “Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder”
(Thermo Scientific, Rockford, EUA). A atividade proteolitica foi observada pelas
bandas ndo coradas nos géis, analisadas com o programa GelQuant versao 1.7.8 da

Biochem Lab Solutions.

5.7. Imunocitoquimica para NFxB p65

Células B16F10 (5x10°%) foram plaqueadas em laminulas circulares em
placas de cultura de 24 pocos. Apés o tratamento, o meio foi removido e as células
foram lavadas duas vezes com PBS a 4°C. Em seguida, as células foram fixadas em
formaldeido 2% diluido em PBS por 30 minutos a temperatura ambiente, lavadas
com 2 vezes com PBS e permeabilizadas com 0,25% de Triton X-100 por 5 minutos.
As células foram lavadas novamente com PBS, e incubadas com 1% de BSA diluido
em PBS por uma hora a temperatura ambiente. A seguir, as células foram incubadas
com 4 ug/ml anticorpo primério anti-NFxB p65 IgG (Santa Cruz Biotocnology Inc.,
#SC-8008) diluido em PBS contendo 1% de BSA por 1 hora a 4°C. Ao final da
incubacao, as células foram lavadas por duas vezes em PBS, e incubadas com 5

ug/ml, diluido em PBS/BSA 1%, de anticorpo secundario anti-lgG de camundongo
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conjugado com FITC (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, EUA) por 40
minutos, em temperatura ambiente e protegido da luz. Posteriormente, as células
foram lavadas 5 vezes em PBS, e as laminas foram montadas com meio de
montagem Fluoromount G contendo DAPI (EMS). As imagens foram obtidas usando
0 microscopio de fluorescéncia motorizado Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, Jena, DE)
equipado com escaner de laminas automatico VSlide (Metasystems, Altlussheim,
DE) e analisadas no software MetaSystems Images.

5.8. Ensaio de migragao celular

Para avaliar o processo migratério foi realizado o método de Scratch
(LIANG; PARK; GUAN, 2007). Este método € aplicavel somente para células de
caracteristica aderentes, e é baseado na capacidade migratéria apdés remocao de
uma camada de células da placa de cultura. Para realizacdo deste experimento, as
células B16F10 foram plaqueadas e tratadas de modo que ao término do tempo de
tratamento fosse atingido alta confluéncia celular. Assim, com auxilio de uma
ponteira de 10ul foi realizado um risco removendo uma camada de células da placa
de cultura. Em seguida, a placa foi lavada (para a remocé&o de células soltas) e novo
meio de cultura foi adicionado. As placas foram mantidas em placa aquecida (a
37°C), sobre a platina do microscopio invertido, modelo AxioObserver Z1 (Carl Zeiss,
Jena, Alemanha). As fotos foram obtidas em diferentes tempos (0, 6 e 24 horas), no
mesmo campo visual.

Com o intuito de confirmar possiveis alteracbes na migracdo celular,
desencadeada pelos complexos, outra ferramenta de avaliacdo foi realizada. Assim
a capacidade migratéria das células B16F10 foi avaliada também, mediante a
capacidade das células de atravessarem um filtro de policarbonato. Para tanto, foi
utilizado insertos de transwell com filtros de policarbonato com poros de 8um
(Millipore) para placas de 24 pocos (Corning-Costar, Cambridge, MA). Como
guimioatrator foi adicionado fibronectina, pelo tratamento da superficie inferior do
transwell com 100 ul de solucdo de fibronectina (0,1 ug/ml). Células B16F10 pré
tratadas (2x10%/inserto) foram suspendidas em meio DMEM sem SFB e aplicadas

dentro do inserto, em um volume de 400 ul e incubadas em placas de cultura de 24
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pocos contendo 600 ul de DMEM com 20% de SFB a 37°C, 5% de CO; por 28
horas. Posteriormente, os insertos foram fixados com metanol absoluto, por 10
minutos. A seguir, foram corados com cristal violeta 0,5%, suavemente lavados, e as
células da superficie superior foram removidas com auxilio de um cotonete. As
células que migraram através dos filtros foram fotografadas em microscopio de luz
em objetiva de 10 vezes e eluidas com acido acético 30%. Finalmente a absorbancia
do corante eluido foi mensurada a 590nm usando Epoch™ Microplate
Spectrophotometer (BioTek® Instruments, Inc.). Os dados foram expressos como

porcentagem de migracdo em relacdo ao veiculo.

5.9. Densidade celular

Para determinar se os complexos interferiam na proliferacdo das células a
ponto de alterar a densidade celular, apds o periodo de incubac¢do com o tratamento,
foi realizado um ensaio colorimétrico utilizando o corante cristal violeta. Apés a
eluicdo do corante, é feita a mensuracdo da absorbéncia, a qual fornece um
indicativo do numero relativo de células presentes, utilizando metodologia descrita
por Gillies e colaboradores (1986) com modificacdes. As células B16F10 (1x10%
foram plaqueadas em placas de cultura de 24 pocos e tratadas com os complexos,
com o veiculo (conforme descrito no item 6.3) ou mitomicina C 0,4 ug/ml (Sigma
Aldrich #MO0503), ficando em contato com as células por apenas 5 minutos
(conforme orientacdo do fabricante). A mitomicina C € um antibiético que inibe a
sintese de DNA por reagir covalentemente com o DNA formando ligacdes cruzadas
entre suas fitas complementares. Esta interacdo inibe a separacdo das fitas e
consequentemente sua replicacdo. Em seguida, as células foram fixadas com
paraformaldeido 2% por 30 minutos a temperatura ambiente, coradas com uma
solucéo de cristal violeta a 0,5% por 30 minutos sob agitacdo, lavadas com PBS e
eluidas com acido acético a 33%. A densidade Optica foi mensurada a 570 nm
usando Epoch™ Microplate Spectrophotometer (BioTek® Instruments, Inc.). Os

dados foram expressos como porcentagem em relagcéo ao veiculo.
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5.10. Detecc¢do de espécie reativa de oxigénio e 6xido nitrico (ROS e NO)

Para a deteccdo de ROS foi utilizada uma sonda sensivel, 2’,7'-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (H.DCFDA) (Life, #D-399), a qual difunde-se
livremente através da membrana celular. Uma vez dentro da célula é desacetilada
por esterases formando diclorofluoresceina (DCFH;), subsequentemente a DCFH,
reage com ROS intracelulares para produzir um produto altamente fluorescente DCF
(2’7’-diclorofluoresceina). De forma similar, para a detecgédo de NO, a sonda DAF-FM
diacetato (Life, #D-23842) representa um importante reagente ndo fluorescente,
utilizado para quantificacdo de baixas concentracdes de Oxido nitrico (NO). Esse
reagente difunde-se através da membrana e dentro da célula é desacetilado,
formando DAF-FM, o qual reage com NO gerando benzotriazol, um composto
altamente fluorescente (KOJIMA et al., 1998). Para a realizacdo desse ensaio, as
células B16F10 (1x10% foram plaqueadas em placas de cultura de 96 pocos e
tratadas, como descrito anteriormente. Ao término do tempo de tratamento, as
células foram incubadas com 1 uM ou 5 uM de H,DCFDA ou de DAF-FM diacetato,
respectivamente, por 30 minutos a 37°C. Em seguida, as células foram lavadas com
PBS e incubadas com PBS por mais 30 minutos para completa de-esterificacdo. A
emissdo de fluorescéncia foi detectada usando o leitor de microplacas Microplate
Reader Infinity® F200 PRO — TECAN com comprimento de onda de excitacdo e
emissdo de 495 e 515 nm, respectivamente. Os dados foram expressos como

porcentagem em relacéo ao veiculo.

5.11. Ensaio para deteccdo da concentracao de nitrito

O NO, quando produzido pelas células, reage com outras moléculas do
fluido biol6gico onde o produto final das reacdes € o nitrito (NOy) e o nitrato (NO3).
Além disso, o NO por ser altamente reativo dificulta a detec¢do. Assim, um método
interessante é a mensuracao dos produtos finais das reacfes do NO. Para isso foi
utilizado 2,3-diaminonaftaleno (DAN) (Sigma-Aldrich) que, quando em contato com
nitrito reage produzindo uma substancia fluorescente 1(H)-Naftotriazol (MISKO et al.,

1993). Entéo, células B16F10 foram plaqueadas em placas de cultura de 96 pocos e
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tratadas. Em placa de leitura preta 150 ul do sobrenadante foram incubados com
1,5ul DAN diluido em HCI 0,62 M por 30 minutos a 37°C. Em seguida foram
adicionados 5 ml de NaOH a 2,8 N para parar a reacéo, e a fluorescéncia produzida
foi detectada usando o leitor de microplacas Microplate Reader Infinity® F200 PRO —
TECAN com comprimento de onda de excitacdo e emissdo de 365 e 450 nm,
respectivamente. Os dados foram expressos como porcentagem em relagdo ao

veiculo.

5.12. Atividade mitocondrial pelo método MTT

O método de avaliacdo de citotoxicidade pelo MTT (brometo de (3-metil-[4-5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazdlio) (Sigma-Aldrich) € um ensaio colorimétrico que
se baseia na capacidade de reducao do sal de MTT (de cor amarelada), em cristais
de formazam de coloracéo violeta, pela atividade da enzima mitocondrial succinato
desidrogenase. A eluicdo desses cristais em DMSO permite a leitura colorimétrica
pela absorbancia a 550 nm. Este método foi descrito primeiramente por MOSMANN
(1983) para a avaliacao da viabilidade e proliferacdo de células, e posteriormente
sua aplicacdo foi estendida para a mensuracdo da atividade celular (GERLIER;
THOMASSET, 1986). Para a realizac&o deste ensaio, células B16F10 (1x10%) foram
plagueadas em placas de cultura de 96 pocos e tratadas com os complexos ou
veiculo. Trés horas antes de completar o tempo de tratamento, as células do grupo
controle positivo foram expostas a 100 ul de saponina 0,01%, e todas as células
foram incubadas com 20 pl de solugdo de MTT (5 mg/ml). As absorbancias foram
mensuradas em leitora de microplaca Epoch™ Microplate Spectrophotometer
(BioTek® Instruments, Inc.) a 540 nm. Os dados foram expressos como

porcentagem em relacéo ao veiculo.
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5.13. Método de avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial por
Rodamina 123 (Rho 123)

A rodamina 123 (Sigma-Aldrich) é um reagente catidénico fluorescente o qual
se mostra acumulado seletivamente a mitocondria, jA que existe um potencial
transmembranico nesta organela (interior negativo) em células vivas (RONOT et al.,
1986). Assim, células B16F10 (5x10°) pretratadas foram aliquotadas em tubos para
citdbmetro, lavadas 2 vezes com 500 ul de PBS e incubadas com 4 uM de rodamina
123 por 15 minutos, a temperatura ambiente. A seguir, as células foram lavadas 2
vezes com PBS, ressuspendidas em 500 ul de PBS, e os resultados adquiridos (em
FL-1) e analisadas usando citometro de fluxo FACSCalibur™ da BD (Becton
Dickinson and Company, San Diego, CA, EUA). Um total de 20.000 eventos por

amostra foram coletados e posteriormente analisados no Cyflogic software.

5.14. Viabilidade Celular com Anexina — V/7-AAD

Neste ensaio foi realizado uma dupla marcacdo com Anexina-V, conjugada
com FITC e 7-AAD com um KIT da BD (Becton Dickinson Biosciences, San Diego,
CA, EUA). A anexina-V € uma proteina que se liga especificamente em
fosfatidilserina, um fosfolipideo encontrado exclusivamente na bicamada interna de
células vivas, o qual esta presente na bicamada externa apenas quando a célula
esta inviavel. Vale lembrar que esse evento € marcante no inicio da apoptose. Ja o
7-AAD é um intercalante de DNA, que apenas consegue entrar na célula quando a
mesma estd com a membrana rompida (caracteristica de apoptose tardia). Assim,
esta analise permite determinar a porcentagem de células em apoptose inicial e
apoptose tardia.

Células B16F10 foram plaqueadas (5x10*) em garrafas pequenas e
mantidas overnight em incubadora de CO,. A seguir, as células foram tratadas com
0s complexos ou veiculo, ou com camptotecina 5 uM durante 5 horas, usada como
controle positivo para morte celular. Ao final do tratamento, as células foram
aliquotadas em tubos de citbmetro (1x10° por tubo), incubadas com 2,5 pl de

Anexina-V FITC e 5 pl de 7-AAD por 15 minutos. Um total de 20.000 eventos foram
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adquiridos (em FL-1 e FL-3, respectivamente) por amostra em citometro de fluxo
FACSCalibur™ da BD (Becton, Dickinson) através do software CellQuest (BD
Biosciences) e analisados por Cyflogic software. As células positivas para ambos os

marcadores foram quantificadas como inviaveis.

5.15. Anédlise do conteldo de melanina

Uma das principais caracteristicas das células B16F10 é a grande producao
do pigmento melanina, que estd envolvida em alguns eventos da tumorigénese.
Para realizacdo desse metodo o contetudo de melanina foi estimado de acordo com
a metodologia descrita por Whittaker (1963), com modificagbes (ZHOU et al., 2012).
Assim, células B16F10 (1x10°) foram cultivadas em placas de cultura de 96 pocos e
tratadas. A seguir, as células foram lavadas 2 vezes com PBS e incubadas por 1
hora com uma solugdo de NaOH 1 N com 10% de DMSO a 80°C. O conteudo de

melanina solubilizado foi mensurado em leitor de microplacas e Epoch™

Microplate
Spectrophotometer (BioTek® Instruments, Inc.) a 405nm. Os dados foram expressos

como porcentagem em relacdo ao veiculo.

5.16. Atividade da tirosinase intracelular

Células B16F10 (1x10°), plagueadas em placas de cultura de 6 pocos,
tratadas, foram lavadas com PBS, lisadas com um tampéo de PBS 100 mM (pH 6,8)
contendo 1% de Triton X-100 e 1 mM de PMSF e centrifugadas a 3000g por 5
minutos. Em uma placa de leitura de 96 pocos, foram misturados 30 ul do
sobrenadante das células, 58,6l de L-tirosina 1 mM, 58,6 ul de PBS 50 mM (pH 6,5)
e 52,4 ul de 4gua destilada. Em seguida foi mensurada a diferenga de absorbancia,
usando um leitor de microplacas Epoch™ Microplate Spectrophotometer (BioTek®
Instruments, Inc.) a 405 nm. Os dados foram expressos como porcentagem em

relacédo ao veiculo.
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5.17. Atividade do mecanismo de resisténcia a multidrogas (MDR)

Este ensaio foi realizado de acordo com método descrito por Cornwall e
colaboradores (1995) com algumas modificacdes. O método € baseado na excluséo
da rodamina b por bombas de efluxo inseridas na membrana plasmatica (familia de
proteinas denominadas de ABC transportadores), em que o acumulo de rodamina b
no interior da célula indica funcionamento prejudicado desse tipo de transporte. Para
realizacdo desse método, células B16F10 (1x10%) tratadas, foram incubadas com
200 ul de PBS contendo 1 uM de rodamina b por 30 minutos (mantidas protegidas
da luz em temperatura ambiente) e lavadas 2 vezes com PBS. Em seguida, 200 pl
de PBS foram adicionados e a intensidade de fluorescéncia resultante do acumulo
de rodamina b foi determinada usando o leitor de microplacas Microplate Reader
Infinity® F200 PRO — TECAN onde foi feita a excitacdo a 554 nm e a emisséo a 627

nm. Os dados foram expressos como porcentagem em relacéo ao veiculo.

5.18. Coloracéo de carboidratos com PAS

Células B16F10 (5x10% foram plaqueadas em laminulas circulares em
placas de cultura de 24 pocos e tratadas. A seguir, as células foram lavadas com
PBS, fixadas com paraformaldeido 4% por 10 minutos em temperatura ambiente, e
lavadas novamente com PBS cinco vezes. Em seguida as células foram incubadas
com 200 pl de acido periédico a 1% diluido em PBS por 30 minutos, lavadas trés
vezes com PBS e incubadas com 200 ul de reativo de Schiff pH (7,0) por 30
minutos. Por fim, as células foram lavadas com agua de torneira, duas vezes por
cinco minutos e as laminas foram montadas com Entellan (Merck). As imagens
foram obtidas usando o microscopio de fluorescéncia motorizado Axio Imager Z2
(Carl Zeiss, Jena, DE) equipado com escaner de laminas automatico VSlide

(Metasystems, Altlussheim, DE) e analisadas no software MetaSystems Images.
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5.19. Marcagdo com lectina WGA

Células B16F10 (5x10°% foram plaqueadas em laminulas circulares em
placas de cultura de 24 pocos e tratadas. A seguir, as células foram lavadas 3 vezes
com meio DMEM sem soro e incubadas com lectina WGA, conjugada com Alexa
Fluor 488 (5 ng/ml) (Life) em PBS por 1 hora a 4°C. A seguir, as células foram
lavadas 5 vezes com PBS, e fixadas com formaldeido 2% em PBS, por 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram lavadas 2 vezes em PBS, 1
vez em PBS contendo glicina 0,1 M e 2 vezes em PBS. As laminas foram montadas
com meio de montagem Fluoromount G contendo DAPI (EMS, Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, PA, USA). As imagens foram obtidas utilizando o microscépio de
varredura a laser confocal, BioRad, modelo BioRadiance 2100 (Bio Rad, Hemel

Hempstead, Inglaterra).

5.20. Quantificacdo em citometria de fluxo

5.20.1. Deteccao de carboidratos por Lectina WGA

Células B16F10 foram plaqueadas (5x10%) em garrafas médias e mantidas
overnight em incubadora de CO,, e em seguida tratadas com os complexos ou
veiculo. A seguir, as células foram soltas com 2 mM de EDTA, contadas e
aliquotadas em tubos de citdmetro (1x10° por tubo), lavadas duas vezes com PBS.
Para a marcacdo com a lectina WGA conjugada com FITC as células foram
incubadas com 5 ug em 50 ul por 1 hora no gelo. Em seguida, as células foram
lavadas duas vezes com PBS e ressuspendidas para andlise imediata. Um total de
10.000 eventos foram adquiridos (em FL-1) por amostra em citbmetro de fluxo
FACSCalibur™ da BD (Becton Dickinson) e analisados pelo software CellQuest (BD

Biosciences). A intensidade de fluorescéncia foi analisada.
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5.20.2. Deteccéo de Integrina p-1

Células B16F10 foram plaqueadas (5x10%) em garrafas médias e mantidas
overnight em incubadora de CO,, e em seguida tratadas com 0s complexos ou
veiculo. A seguir, as células foram soltas com 2 mM de EDTA, contadas e
aliquotadas em tubos de citdmetro (1x10° por tubo), lavadas duas vezes com PBS.

Para marcagdo com integrina -1 as células foram incubadas com 0,01% de
saponina em PBS por 10 minutos, e apds, incubadas com anti-Integrina B-1 1gG
(Millipore, Cat.# 04-1109) por 1 hora no gelo. Em seguida as células foram lavadas
duas vezes com PBS e incubadas com 5 pg/ml anti-lgG de coelho conjugado com
FITC (Jackson ImmunoResearch, Cat.# 111-095-003) por 40 minutos no gelo, sendo
posteriormente lavadas e ressuspendidas em PBS para andlise em citometria de
fluxo.

Um total de 10.000 eventos foram adquiridos (em FL-1) por amostra em
citbmetro de fluxo FACSCalibur™ da BD (Becton, Dickinson) e analisados atraves
do software CellQuest (BD Biosciences). A intensidade de fluorescéncia foi

analisada.

5.21. Extracdo e dosagem de acido hialurdnico

Para andlise da producdo de &cido hialurdnico, foram plaqueadas 3x10°
células em placas de 24 pocos e ap6s duas horas em cultura, tempo suficiente para
gue as células aderissem, foram submetidas ao tratamento com 0sS compostos,
conforme descrito acima. Ao final do tratamento, o meio foi coletado para analise da
secrecdo de &cido hialurénico e as células foram lavadas duas vezes com PBS e
mais uma vez, com tampao Tris-HCI 0,05 M, pH=8, contendo 0,15 M de NaCl. A
seguir, o extrato celular foi obtido, utilizando o mesmo tampéo, contendo 3,5 M de
uréia, como descrito a seguir. Inicialmente foram adicionados 125 ul do mesmo
tampdo contendo 7 M de uréia, sendo mantido por 10 minutos, a temperatura
ambiente. Ao final da incubacédo, a placa foi raspada com o auxilio de um scraper,
sendo a solugao coletada e transferida para microtubos de 2 ml. Posteriormente, a

placa foi raspada novamente com o mesmo volume de tampdo, agora sem uréia.
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Essa solugéo foi colocada no mesmo tubo, ficando portanto com a concentracao
final de 3,5 M de uréia.

A didlise do extrato celular foi realizada contra o tampao Tris-HCI 0,05 M,
pH=8, contendo 0,15 M de NacCl, utilizado membrana de dialise com cutoff de 12-14
kDa. Apoés a didlise, o volume foi aferido e foi adicionado o mesmo volume de
solucdo, contendo a protease Maxatase (6,0 mg/ml em tampé&o Tris-HCI 0,05 M,
pH=8, contendo 0,15 M de NaCl) e foi mantido overnight a 56°C. No dia seguinte, as
amostras foram fervidas por 20 minutos e congeladas (apos esfriar).

Para a dosagem do &cido hialurénico, foi utilizada metodologia descrita por
(MARTINS et al., 2003). Brevemente, aliquotas (1 pl diluido em 3000 ul de tampéo
Tris-HCI 50 mM, pH=7,75 contendo 1% de BSA) do meio ou do extrato celular foram
aplicados em placa de multipogos previamente recoberta com proteina de ligacdo ao
acido hialurénico e a incubacao foi mantida overnight a 4°C. A seguir, as placas
foram lavadas 10 vezes com tampéao Tris-HC|I 50 mM, pH=7,75 contendo 1% de
BSA. Posteriormente, as amostras foram incubadas com 100 pul/poco de proteina de
ligac&o biotinilada (1,6 pg/ml em Tris-HCI 50 mM, pH=7,75 contendo 1% de BSA)
por 2 horas, a temperatura ambiente, sob agitacdo branda.

Apés o periodo de incubacdo, as placas foram novamente lavadas (10
vezes) e, entdo, incubadas com 100ul/poco de estreptavidina conjugada com
Eurépium (1 pg/ml em Tris-HCI 50 mM, pH=7,75, contendo 1% de BSA) por 30
minutos, a temperatura ambiente, sob agitacdo branda. Posteriormente, foi realizada
nova etapa de lavagem, e as amostras foram incubadas com 200ul de Solucao
Enhacement (DELFIA), por 5 minutos, a temperatura ambiente, sob agitacdo branda.
A leitura da placa foi realizada no leitor de microplacas Victor 2 (PerkinElmer-
Wallac®). Uma curva de concentracdo conhecida de acido hialurénico foi realizada,
juntamente com cada leitura. Assim, os resultados obtidos foram expressos em
concentracao de acido hialurénico.

Foram realizados dois experimentos distintos em triplicata do extrato celular

e do meio de cultura.
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5.22. Imunocitoquimica para marca¢ado de Sindecam-1

Células B16F10 (5x10°% foram plaqueadas em laminulas circulares em
placas de cultura de 24 pocos. Apds o tratamento, o0 meio foi removido e as células
foram lavadas duas vezes em meio DMEM a 4°C. A seguir, foram incubadas com
anticorpo primario anti-Sindecam-1 IgG (Santa Cruz Biotocnology Inc., #SC-7100)
produzido em cabra, diluido em PBS contendo 1% de BSA por 1 hora a 4°C. Ao final
da incubacao, as células foram lavadas por duas vezes em meio DMEM sem soro,
uma vez com meio DMEM contendo BSA 1% e novamente em PBS por mais 2
vezes. As células foram fixadas em formaldeido 2% diluido em PBS por 30 minutos,
a temperatura ambiente. ApGs a fixacdo, as células foram lavadas 2 vezes em PBS,
1 vez em PBS contendo glicina 0,1 M (para bloguear os radicais aldeidicos) e 2
vezes em PBS. Posteriormente, as ceélulas foram incubadas com anticorpo
secundario anti-lgG de cabra conjugado com Alexa Flaor 594 (Thermo Fischer
Scientific, #A11058) (marcacdo em vermelho), diluidos (5 pg/ml) em PBS. Apo6s 40
minutos de incubacédo, as células foram lavadas 5 vezes em PBS, e as laminas
foram montadas com meio de montagem Fluoromount G contendo DAPI (EMS). As
imagens foram adquiridas e analisadas no microscopio de varredura a laser confocal

Nikon, modelo Al (Nikon Co, Tokyo, Japao).

5.23. Analise estatistica

Os dados foram representados como as médias + erro padrdo das médias. As
diferencas entre as médias foram determinadas através da analise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida do teste de Bonferroni. As andlises foram realizadas
usando o Programa para Windows, GraphPad Prism versdao 5.0 (GraphPad

Software, San Diego, EUA). Um valor de “p” menor que 0,05 foi considerado
significante, onde p< 0,05 (*), p<0,01 (**) e p<0,001 (***).
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6. RESULTADOS

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa mostraram que o tratamento
com M1 (GUIMARAES, 2009; ANDRADE, 2011) ou com M8 reduziram o potencial
invasivo de células B16F10 (GUIMARAES et al., 2010). No entanto, ainda n&o est&o
claros os mecanismos de acéo pelos quais esses complexos agem. Assim, de forma
a complementar nossos dados anteriores, no presente trabalho foram investigadas
possiveis alteracbes desencadeadas pelos complexos naturais, cruciais para a
progressédo tumoral. Para tanto, o trabalho foi divido em duas partes, a primeira
envolvendo o estudo sobre os efeitos dos complexos no fenétipo da célula B16F10,
e segunda, enfocando a acdo sobre os carboidratos e glicoconjugados chaves no

processo tumoral, conforme descrito a seguir.

6.1. Parte 1 — Avaliacéo dos efeitos dos complexos no fenétipo da célula
B16F10

6.1.1. M1 e M8 reduzem a expressdio de mMRNA e a atividade de
metaloproteases

Metaloproteases sdo endopeptidases que possuem a funcdo de degradacao
de proteinas presentes, principalmente, na matriz extracelular. Células tumorais
normalmente superexpressam essas enzimas, que estdo intimamente envolvidas na
invasdo tumoral. Como apresentado anteriormente, as células B16F10 expressam
principalmente trés tipos de metaloproteases, sendo MT1-MMP — transmembranica-,
MMP-2 e MMP-9 - secretadas (PASCO et al., 2004). Dessa forma, com intuito de dar
continuidade ao estudo relacionado aos efeitos dos complexos na invasdo celular,
foram investigadas possiveis alteracfes na expressao dessas proteinas, bem como
em sua atividade. Os resultados mostraram que o tratamento das células com M1 ou
com M8 reduziram a expressao do mRNA que codifica MT1-MMP (42% +0,01 e 47%
10,05, respectivamente) e MMP-9 (54% 0,04 e 46% 0,05, respectivamente)
(Figura 17A e C). Porém, apenas o M1 foi capaz de reduzir a expressdao de mRNA
da MMP-2 em 40,2% (£0,03) (Figura 17B). Interessantemente, quando foram

avaliadas possiveis alteragdes na expressao das TIMPs, apenas o M8 foi capaz de
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reduzir a expressdo da TIMP-2 e TIMP-3 (38,2% 0,01 e 40% 0,02,
respectivamente).

Por outro lado, quando foi analisada a atividade das metaloproteases
secretadas, pela degradacao da gelatina presente no gel, apenas a MMP-9 mostrou-
se ativa (Figura 17G — bandas nao coradas). Quando o resultado foi quantificado,
observa-se reducao de atividade nos grupos tratados com M1 ou com M8 (Figura
17H) em 21,13% (£1,45) e 19,07% (£0,88), respectivamente.
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Figura 17. Expressdo de mRNA de MMPs e TIMPs, e atividade gelatinase de MMPs. Células
B16F10 foram pré tratadas com meio contendo 20% de complexos naturais altamente diluidos M1,
M8 ou de veiculo, por 96 horas, realizando reforco de 1% a cada 24 horas. Os graficos acima
representam a expressdo de mRNA de genes que codificam para MT1-MMP (A), MMP-2 (B) , MMP-9
(C), TIMP-1 (D), TIMP-2 (E) e TIMP-3 (F), analisados por qRT-PCR (n=3). A atividade gelatinase da
MMP-9 (G) foi avaliada em zimografia (n=3). A quantificacédo da atividade, em relacdo ao veiculo, esta
ilustrada no grafico H. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo. A comparacao
estatistica foi realizada utilizando a analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo pés teste de
Bonferroni. Diferenca comparada ao veiculo: *para p<0,05, ~para p<0,01 e ***para p<0,001. PPM:
Padrédo de peso molecular.
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6.1.2. M1 e M8 reduzem NF«xB

Dados da literatura tém demonstrado que a via de sinalizacdo celular que
leva a sintese e ativacdo da MMP-9 é dependente de NF«B (KIM et al., 2009; CHOI
et al., 2010). Assim, apdés o tratamento com o0s complexos, as células foram
submetidas a imunomarcacdo para identificacdo desse fator de transcricdo nuclear.
As imagens de microscopia confocal (Figura 18) mostraram que as células tratadas,
tanto com M1, quanto com M8 exibiram menor intensidade de marcacéo para NFxB
(Figura 18), o que sugere uma menor quantidade desta proteina. Esses dados
sugerem que essa reducdo na intensidade de marcacéo pode ser indicativo de que
h& uma menor expressao deste fator de transcricdo, o que poderia ser o responsavel
pela reducdo da expressao de MMP-9, observada na Figura 17. No entanto, faz
necessario o uso de um método quantitativo, como a citometria de fluxo, para

confirmar esse resultado.

M1 Veiculo

M3

Figura 18. Imunocitoquimica para deteccdo de NFkB. Células B16F10 foram pré tratadas com
meio contendo 20% de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou de veiculo, por 96 horas,
realizando reforco de 1% a cada 24 horas. As imagens representam células que foram marcadas
com anti-NFkB conjugado com FITC (em verde), e nucleos corados em azul com DAPI. Barra =
100um. Note h& uma diminuicao da intensidade de marcagdo nos grupos tratados com M1 e com M8,
guando comparados com o grupo veiculo.
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6.1.3. M1 e M8 reduzem a capacidade migratéria das células

Uma das caracteristicas mais importantes de células tumorais malignas é a
migragcdo celular, a qual contribui para o seu potencial invasivo (PASCO et al.,
2004). Assim, o préximo passo foi avaliar se o tratamento com os complexos poderia
interferir na capacidade migratoria das células de melanoma. Utilizando o método
scratch, fica visivel que tanto o M1, quanto o M8 foram capazes de reduzir a
migracao das células tumorais (Figura 19A). A quantificacdo desse resultado revelou
gue o tratamento com M1 reduziu a migracdo em 27,2% (+0,95) e com o M8 em
11,93% (+1,09) (Figura 19B).

Para descartar a possibilidade de interferéncia de alteracdes na proliferagéo
celular, induzida pelo tratamento com os complexos, foi realizado um ensaio
colorimétrico que responde a alteracdo na quantidade de células. Os resultados
mostraram que M1 e M8 nao alteram a densidade celular (Figura 19C). Entretanto,
em células tratadas com mitomicina C (um controle positivo, por inibir a sintese de
DNA e, consequentemente, a divisdo celular), foi observada uma reducédo de
densidade celular de 50,03% (Figura 19C), mostrando que a reducdo da migracao
observada pelo tratamento com M1, ou com M8, ndo séo decorrentes de inibicdo de

proliferacéo celular.
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Figura 19. Migracé&o celular avaliada pelo método Scratch. Células B16F10 foram tratadas com
meio contendo 20% de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou de veiculo, por 96 horas
(realizando reforco de 1% a cada 24 horas), ou mitomicina 0,4 ug/ml. As imagens acima representam
migragédo celular apds Scratch, fotografadas nos tempos 0, 6 e 24 horas (A), e o gréfico representa a
guantificacdo da migracéo no tempo de 24 horas (B) (n=3). O grafico C representa a porcentagem de
avaliacdo da densidade celular por ensaio colorimétrico (n=8). Os resultados S&0 expressos como
média + erro padrdo. A comparacado estatistica foi realizada usando analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo pos teste de Bonferroni. Diferenca comparada ao veiculo: ***para p<0,001. Diferenca
comparada entre os grupos: “*para p<0,001. Trés experimentos independentes foram realizados.
Barra = 100 um.
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Para descartar qualquer davida com relagdo a um resultado falso positivo do
ensaio de Scratch, foi realizado outro método de migragéo, utilizando o transwell.
Resultados muito similares foram obtidos, como pode ser observado na Figura 20A,
onde o M1 e o M8 reduziram a migragdo em 24,2% (x2,7) e 12,9% (%1,7),

respectivamente (Figura 20B).
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Figura 20. Migracé&o celular pelo método do transwell. Células B16F10 foram tratadas com meio
contendo 20% de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou de veiculo, por 96 horas,
realizando refor¢o de 1% a cada 24 horas. A figura apresenta imagens representativas da migracéo
celular nos diferentes grupos (A) (n=4), e a porcentagem de migracdo celular avaliada por colorimetria
(B) (n=4). Os resultados sdo expressos como média £+ o erro padrdo das médias. A comparacao
estatistica foi realizada utilizando analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo pos teste de Bonferroni.
Diferenca comparada ao veiculo: **para p<0,001. Diferenca entre os grupos: “para p<0,01. Trés
experimentos independentes foram realizados. Barra = 200 pum.
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6.1.4. A concentragdo de ROS, NO e de nitrito foi alterada pelo M1 e M8

Trabalhos publicados recentemente tém relacionado os efeitos de espécies
reativas de oxigénio e de nitrogénio no processo de migracdo celular
(LUANPITPONG et al., 2010; CHUNG et al., 2012). Como M1 e M8 diminuiram a
capacidade migratoria das células B16F10, o proximo passo foi investigar se esse
evento poderia estar relacionado com alteragcdes na concentragdo intracelular de
ROS e NO, e extracelular de nitrito, apés o tratamento com os complexos. Foi
detectado que, ambos, M1 e M8, aumentaram ROS intracelular (98,4% +14,0 e
72,3% +17,9, respectivamente) e reduziram o NO intracelular (12,3% £2,4 e 16,1%
+0,8, respectivamente) (Figura 21A e B, respectivamente). No entanto, o tratamento
com M1 ou com M8 foi capaz de aumentar o nitrito extracelular (18,6% +1,7 e 22,5%
11,9, respectivamente) (Figura 21C), indicando que o NO é produzido e difundido

através da membrana plasmatica.
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Figura 21. Andlise da concentracdo intracelular de ROS e de NO e extracelular de nitrito.
Células B16F10 foram pré tratadas com meio contendo 20% de complexos naturais altamente
diluidos M1, M8 ou de veiculo, por 96 horas, realizando refor¢co de 1% a cada 24 horas. A figura
acima representa a concentracdo de ROS (A), de NO (B), e de nitrito extracelular (C), calculada pela
emissao de fluorescéncia produzida pela sonda H,DCFDA, ou pela sonda DAF-FM2DA ou, ainda pelo
DAN, respectivamente. Os resultados sdo expressos como média + o erro padrdo das médias (n=8).
A comparacéo estatistica foi realizada utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pos teste
de Bonferroni. Diferenga comparada ao veiculo: ** para p<0,01 e *** para p<0,001. Trés experimentos
independentes foram realizados.
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6.1.5. M1 e M8 nao alteram a viabilidade celular

Sabe-se que o aumento de ROS e a rapida liberacao local de NO, quando
presente em concentragOes elevadas, podem provocar a apoptose (WANG et al.,
2000; TOCHHAWNG et al., 2013). Como houve alterac6es nos niveis de espécies
reativas, foi entdo verificado se os complexos M1 e M8 estariam alterando funcdes
mitocondriais normais, que poderiam levar a célula a apoptose. Inicialmente foram
investigadas possiveis alteragfes no metabolismo mitocondrial, utilizando o método
de MTT, com o qual foi possivel verificar que o tratamento com M1 ou com M8 ndo
foi capaz de alterar o metabolismo mitocondrial (Figura 22A). Como controle positivo,
as células foram tratadas com detergente (saponina), que reduziu a atividade
metabolica mitocondrial em 52,6% (+0,41) (Figura 22A). Outro parametro de analise
utilizado foi a investigacao da integridade da membrana mitocondrial, realizada pela
incorporacdo do marcador rodamina 123. Os resultados mostram que o tratamento
com os complexos ndo altera a permeabilidade da membrana mitocondrial (Figura
22B).
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Figura 22. Avaliacdo da atividade e permeabilidade de membrana mitocondrial. Células B16F10
foram pré tratadas com meio contendo 20% de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou de
veiculo, por 96 horas, realizando reforco de 1% a cada 24 horas. Os graficos representam o efeito
dos complexos no metabolismo mitocondrial pelo método colorimétrico MTT (A) (n=8), e a
permeabilidade da membrana mitocondrial apds incubagcdo com Rodamina 123 (Rho 123) (B) (n=3).
Os resultados s@o expressos como média £ o0 erro padrdo. A comparagéo estatistica foi realizada
utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pos teste de Bonferroni. Diferengca comparada
ao veiculo: ***para p<0,001. Trés experimentos independentes foram realizados.
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Para confirmar se o tratamento com M1 ou com M8 realmente néo induzia a
morte celular, foi realizada a marcagdo com anexina-V e 7-AAD. Como esperado,
M1 ou M8 ndo induziram a morte das células nesse tempo de tratamento. Como
controle positivo de morte celular foi utilizado a camptotecina, cuja acado sobre as
células induziu a morte celular reduzindo a viabilidade em 8,7% (£0,5), quando
analisada a apoptose inicial (Figura 23A e B) e em 15,6% (+1,7) quando analisada a
apoptose tardia (Figura 23A e C), confirmando que o sistema estava funcional e,
portanto M1 e M8 ndo causam morte celular.
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Figura 23. Avaliacdo da viabilidade celular com anexina-V/7-AAD. Células B16F10 foram pré
tratadas com meio contendo 20% de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou de veiculo,
por 96 horas, realizando refor¢o de 1% a cada 24 horas, ou com camptotecina 5uM por 5 horas. Os
dot plots representam apoptose inicial (abaixo e a direita) e apoptose tardia (acima a direita) (A), e os
graficos representam apoptose inicial (marcado com anexina-V) e apoptose tardia (dupla marcacao
anexina-V/7AAD) (B e C, respectivamente). Os resultados sdo expressos como média + erro padrao
(n=3). A comparacéo estatistica foi realizada utilizando andalise de variancia (ANOVA) seguida pelo
pés teste de Bonferroni. Diferenca comparada ao veiculo: ***para p<0,001. Trés experimentos
independentes foram realizados.

6.1.6. M1 e M8 levam a diminuigdo de melanina e da atividade da tirosinase
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Fisiologicamente a melanina (pigmento produzido pelos melandcitos) tem a
funcdo de sequestrar radicais livres produzidos durante a exposicdo a radiacao
ultravioleta, agindo como antioxidante. Assim, possui a funcdo de protecdo das
células contra possiveis danos gerados, devido ao excesso desses radicais (PINON
et al.,, 2011). Além disso, em um trabalho publicado por Chung e colaboradores
(2012), foi demonstrado que um dos receptores envolvidos na sintese de melanina
(MCR1), quando ativado, estda envolvido em mecanismos que levam a migracéo
celular. Considerando que os complexos M1 e M8 diminuiram o potencial migratério
e alteraram as espécies reativas em B16F10, o proximo passo foi a investigacao de
possiveis atividades anti melanogénicas desses complexos. Os resultados
mostraram reducdo discreta do conteido de melanina, tanto pelo tratamento com
M1, quanto com M8 de 7,2% (+0,1) e 3,56% (+0,08) respectivamente (Figura 24A).
Quando foi avaliada a tirosinase — enzima chave na sintese de melanina — foi
observado reducéo de atividade em 22,7% (£3,4) e 24,6% (1,7), respectivamente
(Figura 24B), e de expressédo génica em 30,6% (+0,06) e 33,3 (+0,02) (Figura 24C).
Foi observado que apenas o M8 reduziu a expressao génica da TYRP-1 em 38,1%
(x0,03) (Figura 24D). No entanto, tanto o M1, quanto o M8, reduziram a expressao
génica da TYRP-2 em 32,1% (+0,05) e 36,7% (+0,03) (Figura 24E) e do MITF em
48,7% (+£0,003) e 26,5% (+0,04) (Figura 24F), respectivamente.
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Figura 24. Avaliagdo do conteddo de melanina, atividade da tirosinase in situ e expresséo de
MRNA de proteinas melanogénicas. Células B16F10 foram pré tratadas com meio contendo 20%
de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou de veiculo, por 96 horas, realizando refor¢o de
1% a cada 24 horas. Os gréficos acima representam o contetido de melanina (A) encontrado em 10°
células (n=5), a porcentagem de atividade da enzima tirosinase (B) (n=8), a expressdo de mRNA da
tirosinase (C), TYRP-1 (D), TYRP-2 (E) e MITF (F) (n=3). Os resultados séo expressos como média +
erro padrdo das médias. A comparacdo estatistica foi realizada utilizando analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo pos teste de Bonferroni. Diferenga comparada ao veiculo: *para p<0,05, **para
p<0,01, ***para p<0,001. Diferenca entre os grupos: “para p<0,05. Trés experimentos independentes

foram realizados.
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6.1.7. M1 altera 0 mecanismo de resisténcia a drogas

Um dos fatores do melanoma ser considerado tdo agressivo estd na sua
capacidade de ser refratario ao tratamento convencional (quimioterapia). Isso €&
resultante de sua resisténcia a grupos de drogas com caracteristicas estruturais e
funcionais semelhantes (FUKUNAGA-KALABIS; HERLYN, 2013), que é decorrente
do efluxo dessas drogas, mais conhecido como mecanismo de resisténcia a
multidrogas (MDR). Esse processo € desempenhado por proteinas transportadoras
especificas, presentes na membrana plasmética e é comumente observado em
muitas células normais, funcionando como um mecanismo de protegéo celular, por
exemplo, em células neuronais, que age contra drogas que poderiam passar pela
barreira hematoencefalica (FUKUNAGA-KALABIS; HERLYN, 2013). No entanto,
MDR esta superexpresso em alguns tipos de células tumorais, permitindo resisténcia
a muitos quimioterapicos. Evidéncias sugerem que a expressao de genes que
codificam proteinas de membrana da familia dos transportadores ABC, incluindo a
proteina 1 associada a resisténcia multidrogas (MRP-1 ou ABCC1) e a proteina
multidrogas resistentes 1 (MDR1/P-gp ou ABCB1), podem estar associadas com a
guimioresisténcia do melanoma (WALSH et al.,, 2010). Além disso, Chen e
colaboradores sugerem que os melanossomos (vesiculas produtoras de melanina)
estdo envolvidos no mecanismo que leva ao efluxo de drogas (CHEN et al., 2009).
Assim, para determinar se o tratamento com o0s complexos poderia alterar a
atividade dessas proteinas envolvidas no MDR foi utilizado o método de excluséo de
rodamina b, que baseia-se no transporte deste marcador fluorescente, através dos
transportadores ABC (ou proteinas MDR). Os resultados mostram que o tratamento
com M1 foi capaz de reduzir a atividade MDR, causando maior acumulo de
rodamina b dentro da célula, em 23,7% (£6,0) (Figura 25), indicando que M1 reduz a
resisténcia a drogas. JaA o M8 néo foi capaz de alterar a atividade das proteinas

MDR, o que sugere que sua ac¢éo antitumoral segue por outro mecanismo.
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Figura 25. Avaliacdo do mecanismo de resisténcia a multidrogas. Células B16F10 foram pré
tratadas com meio contendo 20% de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou de veiculo,
por 96 horas, realizando reforco de 1% a cada 24 horas. A figura representa a porcentagem de
fluorescéncia, em relagcdo ao controle, que havia no interior das células, onde o aumento de
fluorescéncia indica falha no sistema de exclusdo de drogas, sugerindo reducéo na capacidade de
transporte através da membrana e, consequentemente da resisténcia a drogas. Os resultados sao
expressos como média * erro padrdo (n=8). A comparacgédo estatistica foi realizada utilizando analise
de variancia (ANOVA) seguida pelo pds teste de Bonferroni. Diferenga comparada ao veiculo: **para
p<0,001. Diferenca entre os grupos: ““para p<0,001. Trés experimentos independentes foram
realizados.
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6.2. Parte 2 - Avaliagdo dos efeitos dos complexos em carboidratos e
glicoconjugados

Como discutido anteriormente, as células tumorais exibem muitas alteracfes
guando comparadas com as normais. Um exemplo interessante € mostrado pelo
padrdo de glicosilacdo, que € observado na superficie celular ou na matriz
extracelular. Estudos correntes tém mostrado que glicosilagbes na superficie das
células tumorais medeiam elementos chaves em processos patofisiolégicos durante
as varias etapas da progressao tumoral (LI; SONG; QIN, 2010), principalmente na
migracao celular e invaséo.

Assim, nessa parte do trabalho, o primeiro passo foi avaliar se o tratamento
poderia levar a alteracdes da expressao de carboidratos, avaliado pelo uso de
coloracdo especifica ou de lectinas, proteinas conhecidas por ligar carboidratos

especificos.

6.2.1. Deteccéao de carboidratos totais

6.2.1.1.Coloracdo com PAS

A reacao acido periodico-reagente de Schiff ou coloracdo PAS, € um método
utilizado primariamente para identificar glicogénio em tecidos. A reacdo do acido
periddico seletivamente oxida os residuos de glicose (1-2 glicol), produzindo
aldeidos que reagem com o reagente de Schiff e produz uma cor purpura-magenta.
Esse tipo de coloracdo pode ser usado para detectar estruturas com altas
concentracfes de carboidratos como: glicogénio (que ndo € 0 nNosSso caso), mas
também carboidrato presentes em glicoconjugados, como glicoproteinas e
proteoglicanos (MCMANUS; CASON, 1950). Assim, foi investigado se o tratamento
com os complexos M1 ou M8 alteravam, de forma geral, o conteddo de carboidratos
na célula B16F10.

Os resultados mostram que M1, e de forma mais evidente, o0 M8 reduz a

coloragéo, o que sugere uma menor quantidade de carboidratos, conforme pode ser
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visualizado na Figura 26, embora outras técnicas devem ser realizadas para

confirmar esse dado.

Veiculo

Figura 26. Deteccdo de carboidratos pela coloragdo com PAS. Células B16F10 foram tratadas
com meio contendo 20% de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou de veiculo, por 96
horas, realizando refor¢co de 1% a cada 24 horas. A Figura acima mostra fotografias obtidas das
células coradas com PAS, método de coloracdo para carboidratos. Imagens obtidas no scanner de

laminas histolégicas, VSlide. Barras — 100 pm.
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6.2.1.2.Deteccéo de carboidratos por lectina WGA

De forma complementar, foi utilizado a lectina WGA, utilizada também como
ferramenta para deteccdo de carboidratos, que liga seletivamente residuos de N-
acetilglucosamina e é&cido N-neuroaminico (acido sialico) (WRIGHT, 1984). Em
microscopia de fluorescéncia confocal foi evidenciada a marcacao positiva e sugere
menor quantidade de carboidratos que ligam lectina WGA (Figura 27A) nos grupos
tratados com M1 ou com M8. No entanto, 0 método para quantificagdo mais
adequada é a citometria de fluxo. Utilizando essa ferramenta foi possivel mostrar
gue somente as células tratadas com o complexo M1 apresentaram menor
guantidade de carboidratos que ligam a lectina WGA (reducéo de 10,24% + 0,8)
(Figura 27B e C).
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Figura 27. Quantificac&o de carboidratos utilizando lectina WGA. Células B16F10 foram tratadas
com meio contendo 20% de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou de veiculo, por 96
horas, realizando refor¢o de 1% a cada 24 horas. Dados comparativos da quantidade de carboidratos
positivo para Lectina WGA, a qual estava conjugada com Alexa Fluor 488 (verde) cuja marcacéo foi
avaliada em microscopia de fluorescéncia confocal, bem como em citometria de fluxo. Marcagdo com
Lectina WGA conjugada com Alexa Fluor 488 e nlcleo corado em azul com DAPI, visualizados em
microscopia confocal (A). Os histogramas mostram o deslocamento da curva de intensidade de
fluorescéncia em relagdo ao veiculo (grupo veiculo é representado pelo pico cinza preenchido, M1
representado pela linha verde e M8 representado pela linha azul (B); e abaixo é mostrado sua
guantificacdo (C) (n=5). No grafico os resultados s@o expressos como média + erro padrdo. A
comparacao estatistica foi realizada utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida pelo poés teste
de Bonferroni. Diferenca comparada ao veiculo: ***para p<0,001. Diferenca entre os grupos: ““para
p<0,001. Barra =50 um.
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6.2.2. Avaliacdo de glicoproteinas

Como o tratamento levou a alteracdes em carboidratos, esses resultados
nos motivaram a investigar se essas mudancas seriam acompanhadas também em
glicoproteinas importantes. Considerando a gama de moléculas presentes na
membrana plasmatica, que atuam em mecanismos de adesédo celular, resolvemos
focar em integrinas, dada sua importancia nos mecanismos de contato célula-célula
e célula-matriz extracelular, bem como seu envolvimento em vias de sinalizacao
celular. Ainda, considerando que essa familia de moléculas sdo expressas em
heterodimeros, sempre uma cadeia B liga-se a uma o e, a subunidade B1 é
encontrada em muitos tipos de integrinas expressas nas células que sao alterados
em processos tumorais, razao pela qual resolveu-se investigar se o tratamento com
0s complexos naturais poderiam levar a alteracdo nessa molécula.

Os resultados mostram claramente que o tratamento, tanto com M1, quanto
com M8, leva a diminuicdo da expresséo da subunidade B1 da integrina em 14,3%

(x2,0) e 7,9% (£2,3), como observado na Figura 28.
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Figura 28. Quantificacdo da subunidade 1 da integrina. Células B16F10 foram pré tratadas com
meio contendo 20% de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou de veiculo, por 96 horas,
realizando refor¢o de 1% a cada 24 horas. O gréafico acima representa a porcentagem de marcacgao
por citometria de fluxo apds incubacdo com anti-Integrina B1. Os resultados sdo expressos como
média + erro padrdo das médias (n=4). A comparacao estatistica foi realizada utilizando analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo pés teste de Bonferroni. Diferenca comparada ao veiculo: *para
p<0,05 e **para p<0,01. Os dados representam trés experimentos independentes realizados em
duplicata.
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6.2.3. Quantificacdo de acido hialurdénico

Voltando para os carboidratos, tendo observado alteracdo da composicao
desses importantes componentes celulares, o proximo passo foi analisar se o
tratamento poderia levar a alteracbes na producdo e secrecdo de AH, um
polissacarideo rico em N-acetilglucosamina (um dos acUcares detectado pela
Lectina WGA) e membro da familia dos GAGs, moléculas chaves na biologia e
progresséo do tumor.

A andlise do extrato celular ndo mostrou quantidade suficiente detectavel
pelo método utilizado (dados ndo mostrados). Entretanto, quando foi analisada a
guantidade de AH, que é produzido e secretada para o0 meio de cultura, foi
observado que M1 e M8 foram capazes de reduzi-lo em 43,7 e 25,7%,

respectivamente, como pode ser observado na Figura 29.
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Figura 29. Quantificagdo de acido hialurénico. Células B16F10 foram pré tratadas com meio
contendo 20% de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou de veiculo, por 96 horas,
realizando reforco de 1% a cada 24 horas. Os graficos acima representam a quantidade de &cido
hialurénico no meio de cultura apds o tempo de tratamento. Os resultados sdo expressos como média
+ erro padrdo das médias (n=6-8). A comparacdo estatistica foi realizada utilizando anélise de
variancia (ANOVA) seguida pelo pds teste de Bonferroni. Diferengca comparada ao veiculo: *para
p<0,05 e ***para p<0,001.
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6.2.3.1. Alteragdes na expressao génica de hialuronidases-1 e -2

Como houve reducéo da producdo e secrecao de AH, esse resultado nos
levou a investigar se o tratamento poderia promover também alteracdes em
hialuronidases, enzimas capazes de clivar o AH em pequenos fragmentos. A grande
importancia desses fragmentos estd no fato de que, uma vez livres, podem ligar e
ativar receptores desencadeando sinalizacdo intracelular, levando a progressao
tumoral.

Os resultados mostram que o tratamento com o complexo M1 ou com M8
altera a expressao génica dessas enzimas, reduzindo tanto a hialuronidase-1 (43,6%
+0,07 e 50,4% 0,07, respectivamente) (Figura 30 A) quanto a hialuronidase-2
(40,2% 0,04 e 48,2% +0,07, respectivamente) (Figura 30 B).
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Figura 30. Avaliacdo da expressdo de mRNA de enzimas que degradam &cido hialurénico.
Células B16F10 foram pré tratadas com meio contendo 20% de complexos naturais altamente
diluidos M1, M8 ou de veiculo, por 96 horas, realizando refor¢co de 1% a cada 24 horas. Os graficos
acima representam a expressao de mRNA da hialuronidase-1 (A) e hialuronidase-2 (B). Os resultados
sdo expressos como média * erro padrdo das médias (n=3). A comparacado estatistica foi realizada
utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pds teste de Bonferroni. Diferenca comparada
ao veiculo: *para p<0,05 e **para p<0,01. Os dados representam trés experimentos independentes
realizados em duplicata.

6.2.4. Alteracbes em proteoglicanos
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Como foi verificada uma série de alteracbes em carboidratos e, dentre eles
em &cido hialurénico, carboidrato da familia dos glicosaminoglicanos, nos levou a
investigar se os glicoconjugados que carregam GAG em sua estrutura (0s
proteoglicanos) pudessem estar alterados pelo tratamento com os complexos. Vale
lembrar que proteoglicanos de heparam sulfato e de condroitim sulfato s&o alvos de

alteracao no processo tumoral.

6.2.4.1.Proteoglicano de condroitim sulfato 4

Conforme discutido anteriormente, o PGCS é superexpresso no melanoma,
sendo um importante sinal de tumorigénese (BRUYN et al., 2010). Assim, nosso
proximo passo foi investigar se os complexos também alteravam a expresséo do
PGCS.

Os resultados mostraram que apenas o tratamento com o complexo M8

reduziu a expressao génica que codifica 0 PGCS-4 em 40,2% (+£0,06) (Figura 31).
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Figura 31. Expressdo génica do proteoglicano de condroitim sulfato 4 (PGCS-4). Células
B16F10 foram tratadas com meio contendo 20% de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou
de veiculo, por 96 horas, realizando reforco de 1% a cada 24 horas. O grafico representa a expressao
de mRNA que codifica para PGCS-4. O resultado é expresso como média + erro padrdo (n=3). A
comparacao estatistica foi realizada utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida pelo poés teste
de Bonferroni. Diferenca comparada ao veiculo: *para p<0,05. Os dados representam trés
experimentos independentes realizados em duplicata.

6.2.4.2.Proteoglicanos de heparam sulfato
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Além do PGCS, o melanoma também expressa outra classe de
proteoglicanos, os de heparam sulfato, os quais também s&o alterados e importantes
para o perfil metastatico. Assim, foi verificado se o tratamento com os complexos

poderiam levar a alteracdes nestas moléculas.

6.2.4.2.1. Sindecam-1

Normalmente a expressdo do sindecam-1 na superficie celular € down
regulada em fenotipos metastaticos. Por outro lado, apés sofrer a liberacdo da
membrana, pela acdo de sheddases, esse proteoglicano, uma vez soluvel, tem sido
diretamente associado com aumento da invasividade e com a progressao do cancer
(REILAND et al., 2004).

A analise inicial foi realizada pela informac&o génica e foi verificado que o
tratamento com M1 ou com M8 reduziu a expressao génica que codifica o sindecam-
1 em 34,2% (£0,05) e 36,9% (+0,002), respectivamente (Figura 32A). Por outro lado,
a avaliacdo qualitativa da expressao de Sindecam-1 nao representa tais alteracdes
(Figura 32 B). Visualmente, a marcacdo obtida tanto para M1, quanto para M8
parece nao evidenciar se ha, de fato, diminuicdo da expressdo proteica desse
proteoglicano. No entanto, uma analise quantitativa, como a citometria de fluxo, deve

ser realizada para complementar esses dados.
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Figura 32. Expressao génica e qualitativa de sindecam-1. Células B16F10 foram tratadas com
meio contendo 20% de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou de veiculo, por 96 horas,
realizando reforco de 1% a cada 24 horas. O grafico representa a expressdo de mRNA que codifica
para sindecam-1 (A) (n=3), e imagens qualitativas da marcacdo com anticorpo anti-sindecam-1,
identificadas pelo anticorpo secundario conjugado com Alexa Flior 594 (vermelho) e nicleo corado
em azul com DAPI (B). No gréfico os resultados sdo expressos como média + erro padrdo. A
comparacao estatistica foi realizada utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida pelo poés teste
de Bonferroni. Diferenca comparada ao veiculo: *para p<0,05. Os dados representam trés

experimentos independentes realizados em duplicata. Barra = 50 um.
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6.2.4.2.2. Sindecam-2

E mostrado que em melanoma a expressdo de sindecam-2 é elevada
guando comparada com células de melandcitos normais, e dessa forma, facilita a
migracao e invasao celular (LEE et al., 2009). Assim, quando investigada possiveis
alteracdes nesse proteoglicano, foi verificado que o tratamento com o0s complexos
M1 e M8 reduziu a expressao génica que codifica o sindecam-2 em 46,9% (+0,06) e
55,7% (x0,005) respectivamente (Figura 33).
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Figura 33. Expressdo génica de Sindecam-2. Células B16F10 foram tratadas com meio contendo
20% de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou de veiculo, por 96 horas, realizando reforco
de 1% a cada 24 horas. O gréfico representa a expressdo de mRNA que codifica para Sindecam-2.
O resultado € expresso como média + erro padrédo (n=3). A comparacéo estatistica foi realizada
utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pos teste de Bonferroni. Diferengca comparada
ao veiculo: *para p<0,05. Os dados representam trés experimentos independentes realizados em
duplicata.
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6.2.4.2.3. Glipicam-3

Outro proteoglicano importante para a progressdo tumoral é o glipicam-3.
Assim, foi investigado se 0s complexos alteram a expressao génica desse
proteoglicano. Os resultados mostraram que o tratamento com os complexos M1 e
M8 reduziu a expressdo génica que codifica o glipicam-3 em 41,1% (+£0,01) e 37,8%

(x0,02) respectivamente (Figura 34).
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Figura 34. Expresséo génica de glipicam-3. Células B16F10 foram tratadas com meio contendo
20% de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou de veiculo, por 96 horas, realizando reforco
de 1% a cada 24 horas. O gréafico representa a expressdo de mRNA que codifica para glipicam-3. O
resultado é expresso como meédia + erro padrdo (n=3). A comparacdo estatistica foi realizada
utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pos teste de Bonferroni. Diferengca comparada
ao veiculo: **para p<0,01. Os dados representam trés experimentos independentes realizados em
duplicata.
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6.2.4.2.4. Perlecam

No estudo realizado pelo nosso grupo, Guimaraes (2009) verificou que em
modelo in vivo de metastase pulmonar, havia reducdo de perlecam apds o
tratamento com os complexos (tanto com M1, quanto com M8). Vale destacar que o
perlecam in vivo age como um fator angiogénico. No presente trabalho foi verificado
gue o tratamento com os complexos M1 e M8 reduziu a expressado génica que
codifica o perlecam em 47,8% (x0,10) e 55,5% (+0,07) respectivamente (Figura 35).
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Figura 35. Expresséo génica de perlecam. Células B16F10 foram tratadas com meio contendo 20%
de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou de veiculo, por 96 horas, realizando refor¢o de
1% a cada 24 horas. O grafico representa a expressdo de mRNA que codifica para Perlecam. O
resultado é expresso como meédia + erro padrdo (n=3). A comparagdo estatistica foi realizada
utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pos teste de Bonferroni. Diferengca comparada
ao veiculo: *para p<0,05. Os dados representam trés experimentos independentes realizados em
duplicata.
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6.2.4.3. Enzimas que modificam heparam sulfato

De forma até mais importante que a expressdo génica dos PGHS é verificar
a expressdao das enzimas que modificam estruturalmente as cadeias de
proteoglicanos, que no caso dos que carregam heparam sulfato, essas modificagcdes
envolvem a clivagem parcial do ectodominio do esqueleto proteico ou da parte
sacaridica ou ainda de grupamentos sulfato em locais especificos.

Os resultados mostraram que o tratamento com os complexos M1 e M8
reduziu a expressao génica que codifica a heparanase em 42,1% (x0,08) e 43,8%
(x0,04), respectivamente (Figura 36 A), enquanto que apenas o M8 reduziu a
expressado da sulfatase em 58,8% (+£0,02) (Figura 36B).

Vale lembrar que outra enzima que modifica heparam sulfato € a MMP-2,
agindo como uma sheddase, apresentou reducdo na expressao génica em 40,2%
(x0,03) (Figura 17B).
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Figura 36. Expressao génica de enzimas que modificam heparam sulfato. Células B16F10 foram
tratadas com meio contendo 20% de complexos naturais altamente diluidos M1, M8 ou de veiculo,
por 96 horas, realizando reforco de 1% a cada 24 horas. O gréfico representa a expressdo de mRNA
gue codifica para heparanase (A) e sulfatase (B). Os resultados sdo expressos como média + erro
padrdo (n=3). A comparacao estatistica foi realizada utilizando analise de varidncia (ANOVA) seguida
pelo pos teste de Bonferroni. Diferengca comparada ao veiculo: *para p<0,05. Os dados representam
trés experimentos independentes realizados em duplicata.



105

7. DISCUSSAO

O melanoma é o tipo de cancer de pele mais grave devido ao alto potencial
metastatico e pouca responsividade aos tratamentos convencionais atuais
(IBRAHIM, HALUSKA, 2009; MADONNA et al., 2012; MARTI, SOROLLA,
YERAMIAN, 2012). Assim, pesquisas experimentais que envolvam o0
desenvolvimento de formas adjuvantes ou complementares de tratamento fazem-se
importantes. Nesse viés destacam-se 0s estudos com complexos naturais altamente
diluidos, os quais s&o utilizados ha muitos anos pela humanidade, principalmente na
Europa (VIKSVEEN, DYMITR, SIMOENS, 2013). Recentemente trabalhos
cientificos, de pesquisa basica, tém sido publicados com o intuito de avaliar os
efeitos da homeopatia no tratamento do cancer, com resultados promissores
(GUIMARAES et al., 2010; PREETHI et al., 2012; ARORA et al., 2013; GHOSH et
al., 2013; SAHA et al.,, 2013; SAMADDER et al.,, 2013). Dentre esses trabalhos
referenciados, destaca-se o trabalho realizado por Saha e colaboradores (2013), no
gual € demonstrado os efeitos antitumorais da Calcarea carbonica, composto
presente na formulacdo dos complexos utilizados no presente trabalho. Saha
demonstra que o tratamento com a Calcarea carbonica na poténcia 6C, reduz o
tumor Sarcoma-180 em camundongos, pela ativacdo de vias apoptoéticas e pela
ativacdo do sistema imune do hospedeiro. Entretanto, em condi¢des in vitro, a
Calcarea carbonica ndo é capaz de induzir a apoptose. Esse resultado vai de
encontro aos resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa, onde os complexos
em condi¢des in vivo ativam o sistema imune de forma a reduzir os nédulos tumorais
(GUIMARAES et al., 2009; GUIMARAES et al., 2010), mas em contra partida, em
condicdo in vitro ndo ativam vias apoptoticas (Figura 22 e 23).

Em especial, no trabalho de Guimarées e colaboradores (2010), destacam-
se dois modelos experimentais importantes no momento: o modelo de metastase in
vivo, utilizando células B16F10 injetadas pela veia caudal em camundongos
C57BL6, no qual os animais foram tratados por via inalatéria com o complexo M8
duas vezes ao dia por 14 dias, e um modelo de invasao in vitro com matrigel, no
gual pdde-se avaliar a capacidade invasiva das células apdés o tratamento com o
complexo M8. Neste trabalho foi observada a reducdo dos ndodulos tumorais

pulmonares quando comparado com o tratamento com o veiculo, mostrando efeito
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antitumoral, e reducdo da capacidade invasiva. Resultados similares foram obtidos
apos o tratamento com M1 (GUIMARAES, 2009; ANDRADE, 2011). A partir desses
resultados surgiu a hipotese do presente trabalho: “Quais seriam as mudancgas
celulares e moleculares, desencadeadas pelos complexos M1 e M8, em células de
melanoma murino (B16F10), que justifiquem os resultados antitumorais obtidos
anteriormente?”. A vertente mais importante do trabalho é buscar entender o efeito
dos complexos na etapa mais crucial no tumor maligno, que é a metastase e todos
0S eventos que a margeia.

A metastase € um processo que envolve etapas sucessivas que podem ser
citadas resumidamente iniciando com: a desadesao das células do tumor primario,
migracdo para a membrana basal, seguido pela invasdo nesta camada, com
consequente entrada na corrente circulatoria, extravazamento e migracdo em 0Orgao
secundario, colonizacdo e proliferacdo (CURRAN; MURRAY, 1999). Assim, o
entendimento dos eventos que desencadeiam a metastase, que inclui a migracao
celular e invasdo, € essencial para facilitar a identificacdo de novos alvos
terapéuticos. Diante disso, primeiramente foi investigado se o tratamento com os
complexos eram capazes de interferir na expresséo e atividade de metaloproteases
(MMPs). Células tumorais apresentam normalmente expressao alterada de MMPs e
de seus inibidores, as TIMPs (HOFMANN et al, 2005). Véarias sao as
metaloproteases expressas no melanoma, dentre elas as que se encontram mais
abundantes sdo a MT1-MMP, MMP-2 e MMP-9. Especificamente, a alteracdo do
MRNA que codifica trés tipos de metaloproteases (MT1-MMP, MMP-2 e MMP-9),
bem como dos inibidores de MMPs (TIMPs) foi analisada neste trabalho. Foi
verificado que o tratamento das células com M1 ou com M8 foi capaz de reduzir a
expressdo génica da MT1-MMP e MMP-9, entretanto apenas o M1 reduziu a
expresséo génica da MMP-2 (Figura 17). E demonstrado que a superexpressdo de
MT1-MMP aumenta o crescimento e a vascularizacdo do tumor in vivo (SOUNNI et
al., 2002) e é responsavel pelo remodelamento da matriz extracelular diretamente
pela degradacdo de diversos de seus componentes, e indiretamente por agir na
ativacdo da MMP-2, processo esse que requer a TIMP-2 que age como molécula
mediadora da ligacdo pro-MMP-2/MT1-MMP (HOFMANN et al.,, 2005). A MMP-2
ativa, diretamente modula a adeséo da célula e seu espraiamento nos componentes
da matriz extracelular, facilitando a migracao e a invaséo do melanoma (HOFMANN

et al., 2005). Interessantemente, o complexo M8 reduz a expressao génica tanto da
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TIMP-2 quanto da TIMP-3, inibidores de metaloproteases conhecidos justamente
para essa funcao, onde a reducao de sua expressao e atividade seria um indicativo
de um progndstico ruim. Entretanto as TIMPs possuem outras atividades biolégicas
importantes no cancer (SUN, 2010). Como citado anteriormente, a TIMP-2
juntamente com a MT1-MMP, formam um complexo proteico que clivam o dominio
de cisteina da proMMP-2, ativando-a (PASCO et al., 2004; HOFMANN et al., 2005).
A superexpressdo da TIMP-2 protege as células de melanoma humano contra
apoptose (SUN, 2010), assim como em células de melanoma murino B16F10
(VALENTE et al., 1998). Além disso, as TIMPs podem modular a via de NF«xB,
aumentando a sua atividade transcricional, o0 que consequentemente pode levar ao
aumento da expressdo de MMPs (SUN, 2010). Assim os efeitos biol6gicos das
TIMPs sdo controversos e precisam ser melhor entendidos.

Quando foi analisada a atividade gelatinolitica das MMPs, somente a MMP-9
apresentou-se ativa, e o tratamento com os complexos (M1 ou M8) reduziram sua
atividade (Figura 17). E conhecido que dentre as diversas linhagens de melanoma
as células de B16F10 possuem alta invasividade, com alta atividade gelatinase,
derivadas das atividades de MMP-2 e MMP-9 (ZHAO et al., 2001).

A transcricdo da expressdao das MMPs é controlada por uma série de
citocinas e fatores de crescimento. Ja em nivel pés transcricional a atividade das
MMPs é controlada pela ativacdo proteolitica de enzimas latentes e pela interacéao
com seus inibidores especificos, as TIMPs. Na MMP-9 o promotor tém sitios de
ativacdo para fatores de transcricdo incluindo o NFkB. J& foi demonstrado que a
ativacdo da proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK), como a ERK1/2, p38,
JNK(1/2) e PI-3 quinase, sdo importantissimas para 0 aumento da expressao da
MMP-9 em resposta a diferentes agonistas. A MAPK ativada é translocada ao
nacleo e ativa fatores de transcricdo que interagem com elementos responsivos no
promotor de MMP. Dessa forma fatores de transcricdo, como o NF«B, podem regular
a expressado de MMP-9 (CHOI et al., 2010). Além disso, Choi e colaboradores (2010)
mostraram que quando usado um inibidor de NF«B, havia menor expressao proteica
de MMP-9, bem como menor atividade gelatinase. J4 que a expressdao da MMP-9 foi
reduzida pelos complexos e houve uma reducdo discreta na atividade gelatinase
(Figura 17), um ensaio de imunocitoquimica para marcacédo de NF«B foi realizado, e

observou-se reducdo na intensidade de fluorescéncia (Figura 18). Esse resultado &
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um indicativo de que a reducdo da expressao e atividade da MMP-9 pode ser
decorrente de uma possivel reducdo da expressdo de NFxB. No entanto, outros
estudos e técnicas devem ser realizados para responder melhor esse possivel
mecanismo de acao.

De forma a continuar a investigacdo do efeito dos complexos sobre eventos
metastaticos, a proxima etapa do trabalho foi avaliar se o tratamento alterava a
migracao celular. E como resultado foi observado que o tratamento com M1 ou com
M8, foi capaz de reduzir a capacidade migratéria das células B16F10 em dois
modelos de migragéo distintos analisados (scratch e transwell) (Figura 19 e 20,
respectivamente). Ainda, foi observado que o tratamento com M1 reduz mais o
potencial migratério das células quando comparado com o tratamento com o
complexo M8. Varias sdo as vias que regulam a migracéo celular, dessa forma um
estudo aprofundado sobre migracdo celular deve ser realizado para sugerir um
possivel mecanismo de acéo e verificar as diferencas de atividades entre M1 e M8.

Vale lembrar que a migracéo celular € um processo chave para uma série de
funcdes celulares e fisioldgicas, incluindo quimiotaxia, angiogénese e cicatrizacao de
feridas. No entanto, a migracdo em células tumorais, faz parte do processo de
metastase. Sendo assim, células que possuem potencial migratorio alto fornecem
pobre progndéstico em pacientes com cancer (YANG et al., 2007). Estudos sugerem
gue moléculas presentes intracelularmente, na membrana das células ou mesmo no
microambiente do tumor tém significante impacto nas propriedades migratérias das
células (CHUNG et al., 2012). Embora diversos estudos tém investigado os efeitos
de ROS na migracéo e invaséao celular, os resultados sdo pouco conclusivos e muito
variaveis, devido ao tipo de ROS, concentracéo, local de produc¢éo, bem como o tipo
celular ou tecidual. No estudo realizado por Chung e colaboradores (2012), quando
as células B16F10 foram tratadas com H,O, foi observada uma reducédo do potencial
migratorio. Outro trabalho publicado, em células de carcinoma de pulméao (linhagem
H460), utilizando uma série de inibidores e doadores de ROS, foi demonstrado que
diferentes tipos de ROS apresentam diferentes efeitos na migracdo e invasao
celular. Além disto, o anion superéxido e peréxido de hidrogénio inibem a migracéo e
invasao celular. De forma contraria, o radical hidroxila promove migracao e invaséo
celular (LUANPITPONG et al., 2010).

A partir dessas informacgbes, foi investigado se o tratamento com o0s

complexos também alteravam ROS, NO e a concentracdo de nitrito. Foi verificado
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que o tratamento das células com M1 ou com M8 aumentou quantitativamente ROS
(Figura 21A), o qual pode estar ajudando na reducdo do potencial migratério
desencadeado apds o tratamento. Ainda, o tratamento com M1 ou com M8, diminuiu
o NO intracelular (Figura 21B), e aumentou a concentragdo de nitrito no meio
extracelular, indicando que o NO produzido se difunde através da membrana (Figura
21C). O NO possui efeitos diferentes no tumor, agindo como pré tumoral ou anti
tumoral. Em condicdo pr6 tumoral, o NO pode estimular o crescimento tumoral e
metastase por promover a migracao e invasdo celular, e por suas habilidades
angiogénicas, pela ativagédo da ciclooxigenase 2 (COX-2). Em linhagem celular de
melanoma humano (C32TG) foi observado que a producédo enddgena de NO facilita
a transcrigdo génica de MMPs, facilitando a invaséo celular (ISHII et al., 2003).

Altas concentracbes de NO podem desencadear morte celular e reducéo da
proliferacdo celular; e contrariamente, baixas concentracdes podem promover a
proliferacdo celular e angiogénese (XU et al.,, 2002). Dados semelhantes foram
encontrados por Duh e colaboradores (2012), onde analisaram o efeito antitumoral e
apoptotico de resinas extraidas de Eucalyptus citriodora. Estes autores encontraram
gue, de forma concentracdo dependente, o tratamento com as resinas reduziram a
viabilidade celular. Além disso verificaram aumento na concentracdo de NO e ROS
em células B16F10, de forma concentracdo dependente. Duh e colaboradores
(2012) relacionaram que a reducao da viabilidade celular era decorrente do aumento
de ROS e NO extracelular.

A transfeccéo do gene que codifica a INOS (uma das enzimas responsaveis
pela producédo do Oxido nitrico) em células de melanoma murino € responsavel pela
inducdo da apoptose, suprime a tumorigenicidade, e retarda ou anula a metastase.
De forma geral o NO induz a apoptose pela alteracdo da expressao e funcédo de
multiplas proteinas relacionadas a apoptose (p.ex.. downregulation de Bcl-2,
acumulo da p53 e clivagem da PARP) (PALMIERI et al., 2009).

Além disso, ROS e espécies reativas de nitrogénio (RNS) sdo geradas
normalmente pela célula durante a detoxificacdo, o qual pode levar ao estresse
oxidativo, induzindo a apoptose. O NO reage com superoxido e gera RNS, os quais,
subsequentemente podem alterar biomoléculas. Assim, a geracdo de ROS e RNS
podem causar peroxidacgao lipidica em membranas celulares, dano no DNA, reduzir

o potencial transmembranico mitocondrial, podendo desencadear morte celular.
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E bem estabelecido que ROS tem papel central na regula¢io da apoptose,
na qual a mitocondria é tanto fonte, como alvo de ROS (OTT et al., 2007). Assim, foi
investigado se os complexos M1 ou M8 alteravam o metabolismo e a permeabilidade
da membrana mitocondrial, e a viabilidade celular em si. Foi observado que M1 bem
como o M8 n&o séo capazes de alterar nenhum dos parametros acima (Figura 22 e
23). Em partes, esse era um resultado esperado, visto que em trabalhos realizados
anteriormente, o tratamento com os complexos M1 e M8 ndo apresentou
citotoxicidade em células de melanoma, tampouco em células de linfécitos
(GUIMARAES et al., 2009) ou macréfagos extraidos de camundongos (OLIVEIRA et
al., 2011).

Outro processo fisioldgico no qual as espécies reativas podem interferir € na
pigmentacdo das células de melandcitos (ROMERO-GRAILLET et al., 1996; CHOI et
al., 2012). Assim, jA que os complexos M1 e M8 alteraram ROS, NO e seu
metabolito, o nitrito, foi investigado se esses efeitos refletiriam na producdo do
pigmento melanina nas células de melanoma. Os resultados revelaram que M1 e M8
reduziram a producdo de melanina bem como a atividade e expressao génica da
tirosinase, enzima chave para a melanogénese, bem como a expressao génica de
proteinas relacionadas a melanogénese (TYRP-1 e TYRP-2) e o fator de transcricdo
(MITF), que conhecidamente regula a expressao dessas proteinas (Figura 24).

Células de melanoma séo originadas de melandcitos, os quais sao células
especializadas na producédo do pigmento melanina, responsaveis pela coloracéo da
pele, olhos e cabelo (GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007). No
processo fisiologico normal, durante a exposicdo cronica ao sol, a radiacao
ultravioleta (UV) gera grandes quantidades de radicais livres, 0s quais podem causar
dano ao DNA. A pigmentacdo cutanea € descrita como a maior defesa fisiologica
contra a radiacdo ultravioleta ja que a melanina possui capacidade fotoprotetora por
absorver esses radicais livres (PINON et al., 2011), agindo como um antioxidante ou
sequestradora de radicais. Um desses radicais € o NO. Roméro-Graillet e
colaboradores, (1996) foram os primeiros a descrever o papel do NO na inducao da
melanogénese. Eles demonstraram que o NO estimula a sintese de cGMP, que é
um potente estimulador da melanogénese. Apos quatro dias de estimulacdo com NO
exdgeno, a expressao proteica e a atividade da tirosinase foram induzidas em
melandécitos humanos. Em outro trabalho, publicado recentemente, o tratamento das

células de melanoma B16F10 com MHY966 (composto sintetizado com acdo anti
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melanogénica) reduz a sintese de NO e subsequentemente a sintese de melanina
induzida pelo nitroprussiato de sodio (doador de éxido nitrico) (CHOI et al., 2012).
Os resultados encontrados no presente trabalho mostram que intracelularmente ha
reducdo da sintese de melanina e atividade da tirosinase, mas quando analisado o
metabdlito do NO (nitrito) extracelular, observa-se um aumento desse metabdlito. O
NO é um radical livre gasoso facilmente difusivel na célula, e € considerado a
molécula mensageira intracelular mais abundante e com muitos efeitos bioldgicos.
Possui multiplas funcdes fisioldgicas, dentre as quais age como mensageiro de
citotoxicidade celular mediada por macréfagos, que foi primeiramente descrito por
Hibbs, Taintor, e Vavrin, (1987), e desde entdo muitos estudos surgiram mostrando
gue o NO, que sdo gerados por esse processo, era capaz de matar uma série de
células tumorais (revisado por XU et al, 2002). Diversos laboratérios ja
demonstraram que agentes que promovem a liberagdo de NO, pode induzir a morte
das células tumorais, e como consequéncia houve uma atencdo na viabilizacédo
dessa disponibilizacdo de NO as células. Drogas que sintetizam e liberam NO estéao
em desenvolvimento. Outra estratégia interessante é a transfeccdo de sequencias
de cDNA que codificam para NOS (6xido nitrico sintase, enzima responsavel pela
sintese de oOxido nitrico) dentro de células tumorais, como forma de terapia génica
(XU et al., 2002). Apesar de néo ter sido observado reducdo de viabilidade celular
apos o tratamento com os complexos no tempo de tratamento utilizado, a producéo
de NO induzida pelo tratamento poderia ter efeito positivo na eliminacdo das
proprias células tumorais a longo prazo. Mas ainda muitos estudos devem ser
realizados para o melhor entendimento dos efeitos dos complexos em espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio.

Atualmente diversos trabalhos tem relacionado a melanogénese com a
reducdo da tumorigenicidade (KANG et al., 2011; ZHOU et al.,, 2012) e outros
estudos mostrando diferentes compostos com acdo anti melanogénica, como um
potencial tratamento para o clareamento de pele, mas ndo como tratamento
antitumoral (HUANG et al., 2012; CHEUNG et al., 2012; LEE et al., 2013). Assim,
este trabalho traz informagdes com enfoque diferente dos dados encontrados em
grande parte da literatura. Recentemente, CHUNG e colaboradores (2012),
relacionou que o aumento da expressdo do receptor de melanocortina (MCR1),
importante na regulacdo da pigmentacdo, melhoravam a migracdo de células de

melanoma humano e murino, o que corrobora com os resultados obtidos neste



112

trabalho, em que o tratamento com os complexos reduzem a migracao celular e
sintese de melanina estava prejudicada.

Em outro trabalho, utilizando uma linhagem de melanoma humano (WM35),
cuja linhagem foi transfectada com o gene que codifica a proteina TYRP-2 (proteina
gue quando expressa aumenta a sintese de melanina), foi observado aumento da
resisténcia ao quimioterapico cisplatina (CHU et al., 2000), indicando que a sintese
de melanina e de proteinas envolvidas na melanogénese, podem estar relacionadas
ao mecanismo de resisténcia a drogas. Dessa forma, foi investigado o efeito dos
complexos neste mecanismo, e foi encontrado que o M1 foi capaz de reduzir a
capacidade de resisténcia a multidrogas, mostrando maior acumulo de rodamina b
dentro das células (Figura 25), entretanto o tratamento com M8 ndo foi capaz de
induzir alguma atividade nesse sistema, o que demonstra que o complexo M8 possui
atividade antitumoral que utiliza mecanismo distinto ao do M1.

A resposta do melanoma a terapia convencional é limitada, em parte, pela
extrema complexidade do mecanismo de resisténcia a drogas nesse tipo de cancer.
A resisténcia as terapias é devido a uma série de fatores, bem como: alteracdes no
ciclo celular e metabolismo, aumento na reparacdo do DNA, inibicdo de vias
apoptéticas e por fim, melhora do efluxo de drogas, cujo mecanismo afeta
diretamente a sensibilidade a drogas. A reducdo tumoral induzida pelas drogas
atuais é temporaria e muitos tumores progridem apos curtos periodos de tempo.
Ambos mecanismos intrinsecos e adquiridos tém papel na quimioresisténcia do
melanoma. Uma das propriedades fundamentais para a resisténcia intrinseca é a
expressdo de proteinas pertencentes a uma superfamilia denominada
transportadores ABC ou nho inglés ATP-Binding Cassette (ABC), as quais funcionam
como transportadores dependentes de ATP (FUKUNAGA-KALABIS; HERLYN,
2013). Os transportadores ABC sdo importantes na passagem de substancias
através das barreiras teciduais e celulares, e em células tumorais com fenotipos de
guimioresisténcia (ROTHWEILER et al., 2010). Substancias que interferem com a
funcdo dos transportadores ABC podem sensibilizar as células que expressam
essas proteinas a citotoxicidade das drogas (ROTHWEILER et al., 2010). No
trabalho publicado por CHEN e colaboradores (2009), foi analisado o papel dos
transportadores ABC na melanogénese, onde agem na detoxificacdo enddgena de
produtos melanogénicos citotoxicos, que conferem a essas células resisténcia a

drogas.
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A atividade anticAncer de substancias € frequentemente limitada por
mecanismos de quimioresisténcia das células cancerosas. Assim, uma estratégia
importante para o tratamento de tumores malignos seria amenizar ou inibir esse
mecanismo.

Como descrito anteriormente, varios sdo 0s mecanismos que levam a
progressdo das células tumorais. Desta forma, importantes alteragcbes em
carboidratos e glicoconjugados sao fundamentais no processo de migracdo e
invasdo celular. Assim, a segunda parte deste trabalho foi investigar se os
complexos naturais altamente diluidos alteravam os carboidratos nas células. Para
tanto, primeiramente foi verificado se o tratamento com os complexos alteram
carboidratos totais, bem como as glicosilaces especificas que servem de ligacdo
para determinadas lectinas. Foi observado que de forma menos acentuada o M1,
mas principalmente o M8, reduz a quantidade de carboidratos totais (Figura 26).

Em seguida foi analisado possiveis alteracdes em uma glicoproteina
especifica, a integrina (subunidade 1), e os resultados mostraram que o tratamento
com M1 ou M8 reduziram expresséo dessa glicoproteina analisada por citometria de
fluxo (Figura 28). As integrinas sdo uma familia diversa de glicoproteinas que
formam receptores heterodiméricos para moléculas de MEC. Cada integrina
geralmente consiste de subunidades o e B ligadas de forma ndo covalente, onde
cada subunidade possui um dominio extracelular grande, um Unico dominio que
atravessa a membrana e uma pequena cauda citoplasmatica ndo catalitica. Além da
regulacdo da adesdo aos componentes da MEC, as integrinas transmitem o0s sinais
extracelulares as células, que influenciam a proliferacédo celular, transcricdo génica,
migracéo e fazem a regulacdo da atividade de enzimas proteoliticas que degradam
os componentes da MEC. Além disso, a cauda citoplasmatica faz o recrutamento de
proteinas sinalizadoras que modulam a adesividade das células na MEC (HOOD;
CHERESH, 2002). A reducdo da expressdo dessa subunidade indica menor
guantidade de integrinas que contem essa subunidade, e esse resultado é
importante, visto que, a integrina a4l se liga em CSPG4, o qual age como um
coreceptor para a integrina, modulando a adeséo celular, mecanismo dependente da
familia RhoGTPase (YANG et al., 2004). Ainda, quando o CSPG4 interage com a
integrina ele regula a ativacao da proMMP-2 (lIDA et al., 2007; PRICE et al., 2012),

favorecendo a migracgéo e invasao.
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Jé o tratamento com M1 reduz a intensidade de marcacao para lectina WGA
(Figura 28), que liga-se especificamente em N-acetilglucosamina e acido sialico. Um
dos GAGs ricos em N-acetilglucosamina € o AH e foi observado que o tratamento
com os complexos alteravam a sintese e secre¢do de AH (Figura 29).

O AH é o maior componente da MEC e é sintetizado por uma variedade
enorme de células. As células de melanoma expressam pouco AH, quando
comparado com outros tipos celulares, mas mesmo assim este composto tém
implicagbes importantes na progresséo tumoral, principalmente quando clivado em
pequenos fragmentos. Foi observado que fragmentos de AH, sdo capazes de se
ligar nas células de melanoma e induzir a upregulation de IL-8 e da MMP-2. Outra
observacdo importante é que os fragmentos de acido hialurénico melhoram a
motilidade dessas células, cujo mecanismo é dependente de toll-like receptor 4
(TLR-4) (VOELCKER et al., 2008). Ainda, os fragmentos, um vez soluveis, sé@o
fatores angiogénicos (WILLENBERG et al.,, 2014). Esses dados sugerem que 0S
fragmentos, provenientes do AH, ativam as células de melanoma contribuindo com a
progressdo tumoral. Quando observado a expressdo génica de hialuronidases
(enzimas que clivam AH), observou-se que o tratamento com 0s complexos
reduziram sua expressao.

Considerando que AH € um dos membros da familia dos GAGs e esses
compostos sao sintetizados na forma de proteoglicano (com excecédo do préprio AH),
a investigacdo das possiveis alteracdbes em proteoglicanos mostrou que o
tratamento com os complexos M1 e M8 reduzem a expressao génica do sindecam-1,
sindecam-2, glipicam-3 e perlecam, proteoglicanos de heparam sulfato (Figuras 31,
32, 33 e 34, respectivamente), bem como de PGCS.

Quanto aos PGHS, ha poucos estudos sobre o sindecam-1 no melanoma,
mas tem sido sugerido que a expressao dessa molécula na superficie das células e
sua degradacao por heparanases sdo importantes determinantes no controle da
invasdo e metastase celular. Além disso, a expressdo de sindecam-1 é
correlacionada com aumento do potencial metastatico em células de melanoma
(O'CONNELL et al.,, 2009; ORECCHIA et al., 2013). Quando foi realizado um
knockdown de sindecam-1 houve reducédo da invasao (O'CONNELL et al., 2009).

JA o sindecam-2 € altamente expresso em células de melanoma,
diferentemente de células de melandcitos normais. Da mesma forma que o

sindecam- 1, o sindecam-2 melhora a invasao e migragao celular do melanoma. Em
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estudo realizado por Lee e colaboradores (2009), quando as células de melanoma
foram tratadas com fator de crescimento de fibroblasto-2, conhecido por estimular a
migracdo de células de melanoma, a expressdo de sindecam-2 aumentou. Além
disso, foi demonstrado que a ativacdo do receptor de melanocortina-1 (MCR-1),
aumenta a expressao de sindecam-2, melhorando a migracéo celular (CHUNG et al.,
2012). Vale lembrar que o receptor MCR-1 esti relacionado com a sintese de
melanina nas células, e no presente trabalho foi observado reducédo da sintese de
melanina, bem como da expressao génica de sindecam-2.

Outro PGHS de superficie celular, também é importante no melanoma, é o
glipicam-3, sendo também superexpresso. Atualmente é utilizado na clinica como
um marcador para o0 melanoma. Em pacientes que tiveram o melanoma removido
cirurgicamente, a deteccao de glipicam-3 no soro € de 0%, enquanto que 40% dos
pacientes com melanoma metastatico apresentam marcagao positiva de glipicam-3
no soro (HO, KIM, 2012). Novamente, nossos dados mostram que esse PGHS
também é reduzidos ap0s o tratamento com 0os complexos.

Por outro lado, o perlecam € um PGHS da MEC, e possui como funcgéo
primordial na angiogénese, sendo mais expresso em tecidos vascularizados. E
conhecido que em uma condi¢ao tumoral o perlecam acumula-se na MEC e cria um
microambiente favoravel a angiogénese, crescimento e invasado celular
(FJELDSTAD, KOLSET, 2005). No trabalho realizado por Guimardes (2009), foi
observado que em modelo in vivo de metastase pulmonar, o tratamento com 0s
complexos M1 e M8 por 14 dias (por via inalatoria) reduz a quantidade de perlecam
na MEC. De forma complementar, no presente trabalho, em modelo in vitro, foi
mostrado que os complexos reduzem a expressao génica desse PGHS.

Muitas das propriedades funcionais do heparam sulfato dependem da
interacdo entre o GAG e proteinas (p.ex. fatores de crescimento, citocinas, e
moléculas da MEC, entre outras) (BERNFIELD et al., 1999). Essa interacdo é
geralmente de natureza eletrostatica (LINDAHL et al., 1994; HUHTALA
PENTIKAINEN, JOHNSON, 1999). Vale lembrar que a por¢do negativa do
proteoglicano esta diretamente relacionada a parte sacaridica, que € rica em
grupamentos carboxilicos e sulfatos. Assim, se considerarmos que no processo
tumoral ha expressdo de sulfatase (enzimas que removem grupamentos sulfato da
porcdo sacaridica do proteoglicano de heparam sulfato), e que o tratamento com os

complexos reduziu a expressdo dessa enzima, a capacidade de ligagdo do
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proteoglicano expresso nas ceélulas tratadas € melhorada, se comparado ao
heparam sulfato das células tumorais (ndo tratadas). Neste mesmo sentido estdo os
dados obtidos para a heparanase, enzima que cliva a cadeia sacaridica. Assim, com
menos heparanase e menos sulfatase, a menor quantidade de proteoglicano de
heparam sulfato expressa nas células tratadas com os complexos (observados para
os sindecans-1 e -2, glipicam 3 e perlecam), poderia explicar o porqué a adeséo nas
células ndo foi reduzida. Corroboram com esta hipdtese, os dados obtidos por
Franco e colaboradores (2009) que mostram que uma célula mutante, deficiente da
biossintese de proteoglicanos (CHO-745), produz 95% menos GAGs totais,
comparada com a célula selvagem (CHO-K1). No entanto, para manter a adesdo
celular, quando observada a integrina o5p1, esta reducdo é de apenas 50%,
mostrando que a célula direciona a sintese de GAG, conforme sua necessidade
(FRANCO et al., 2009).

Por outro lado, quanto ao PGCS, foi observado menor expressdo deste PG
em células tratadas com o complexo M8 (Figura 31). Especificamente o PGCS4 foi
identificado na superficie de células de melanoma, e sua expressao esta relacionada
com a formacao de tumores e com progndstico ruim. Além disso, sua expressao esta
correlacionada com a resisténcia do melanoma a quimioterapia convencional
(PRICE et al., 2012).

Os dados mostram que M1 e M8 reduzem a expressao de PGCS, de PGHS,
bem como a expressdo de enzimas que fazem o remodelamento desse PG, que
estdo essencialmente envolvidos na progressao tumoral.

Interessantemente, o tratamento tanto com M1 quanto com M8 modificam
caracteristicas nas células, que reduzem a migracdo celular e o potencial
tumorigénico. Esses efeitos foram observados também em estudo in vivo no trabalho
de Guimarées (2009) e também no trabalho de Andrade (2011). Assim, 0s principais
parametros de caracteristica tumoral que estdo aumentados nas células de
melanoma, foram avaliados in vitro no presente trabalho, e apds o tratamento com
0s complexos esses parametros foram reduzidos. Um esquema compilado dos

efeitos dos complexos esta proposto na figura 37.
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Figura 37. Esquema do mecanismo de acao pelo qual os complexos M1 e M8 podem atuar. O
tratamento da célula com M1 ou M8 parece reduzir o potencial tumoral. Foi observado reducdo na
expressdo e a atividade de metaloproteases, o que indica reducdo da degradacdo de componentes
da MEC, com consequente redugdo da invasdo celular. A baixa expressdo e atividade da MMP-9
pode ser decorrer da reducdo de NFkB. O aumento de ROS e NO pode estar envolvido na reducéo
do potencial migratorio das células, enquanto que a reducdo intracelular de NO pode levar a reducéo
de melanina o qual parece ter envolvimento com o mecanismo de resisténcia a drogas. Ainda, o
tratamento com os complexos alterou carboidratos presentes nas células. Especificamente, reduziu a
expressdo de: integrina B1; a sintese e secrecdo de &cido hialurbnico; a expressdo génica de
hialuronidases; a expressdo génica de PGCS4; bem como PGHS (sindecam-1 e -2, glipicam-3,
perlecam); e , por fim, também reduziu a expressao génica de enzimas que modificam proteoglicanos
de heparam sulfato (heparanase, sulfatase e sheddases — MMPS). Vale destacar que todos o0s
glicoconjugados analisados no presente trabalho sdo superexpressos em células de melanoma, e o
tratamento com os complexos foi capaz de reduzi-los.

Esses resultados em conjunto sugerem que caracteristicas fenotipicas
metastaticas sdo modificadas pelo tratamento com M1 ou M8, justificando os
resultados anteriores encontrados in vivo. Por fim, conciliando esses dados,
juntamente com os resultados anteriores e que esses complexos nao possuem
efeito citotoxico, sugerem que podem ser considerados candidatos promissores na
terapia do cancer, embora estudos mais aprofundados devem ser realizados para

melhor entendimento dos mecanismos pelos quais os complexos agem.



118

8. CONCLUSOES

Os resultados mostram que o0s complexos M1 ou M8 reduzem
caracteristicas fenotipicas metastaticas em células de melanoma murino. Assim, no

presente trabalho conclui-se que o tratamento com os complexos:

» Diminuem a expressdo génica de metaloproteases, e atividade da
MMP-9, justificando a reducdo do potencial invasivo das células,
observado em trabalho anterior;

» Reduzem a expressao proteica de NFkB subunidade p65, embora haja

a necessidade de confirmacéo desse dado em citometria de fluxo;

» Reduzem a migracdo celular, possivelmente por alteracbes em
espécies reativas e por reduzir a expressao de acido hialurénico,

hialuronidases e de proteoglicanos importantes nesse processo;

» O tratamento com M1 é capaz de reduzir o mecanismo de resisténcia
a drogas, 0 que as tornaria mais susceptiveis as terapias

convencionais;

» Reduzem claramente os proteoglicanos de heparam sulfato e de
condroitim sulfato, que sdo moléculas importantes para o perfil

metastatico;

» Enzimas responsaveis por modificacbes em proteoglicanos de
heparam sulfato também foram reduzidas pelos tratamentos com os

complexos.

Diante disso, pesquisas com esses complexos devem ser continuadas a fim
de complementar os dados obtidos nesse trabalho, j& que os resultados sugerem
reducdo de caracteristicas metastaticas que podem justificar os resultados obtidos

em modelo in vivo no qual ja foi mostrado o efeito antitumoral.
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