Thais Salviana Ribeiro

EFEITOS DO CITRATO DE CLOMIFENO E DO LETROZOL NO
COMPORTAMENTO DA LINHAGEM CELULAR
DE MELANOMA HUMANO A375

Universidade Federal de Minas Gerais
Programa de Pds-graduacdo em Patologia
Belo Horizonte — MG

2021



Thais Salviana Ribeiro

EFEITOS DO CITRATO DE CLOMIFENO E DO LETROZOL NO
COMPORTAMENTO DA LINHAGEM CELULAR DE
MELANOMA HUMANO A375

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-graduacéo
em Patologia da Universidade Federal de Minas Gerais,
como requisito parcial para obtencdo do titulo de Mestre

em Patologia.

Area de concentrag&o: Patologia investigativa

Orientadora: Proféd. Dr2. Helen Lima Del Puerto

Coorientador: Prof. Dr. Enio Ferreira

Belo Horizonte — MG

2021



R484e

Ribeiro, Thais Salviana.

Efeitos do Citrato de Clomifeno e do Letrozol no comportamento da
linhagem celular de Melanoma Humano A375 [manuscrito]. / Thais
Salviana Ribeiro. - - Belo Horizonte: 2021.

56f.: il.

Orientador (a): Helen Lima Del Puerto.

Coorientador (a): Enio Ferreira.

Area de concentrago: Patologia Investigativa.

Dissertacdo (mestrado): Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Medicina.

1. Melanoma. 2. Neoplasias. 3. Clomifeno. 4. Letrozol. 5.
Carcinogénese. 6. Dissertacdo Académica. |. Puerto, Helen Lima Del.
Il. Ferreira, Enio. Ill. Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Medicina. IV. Titulo.

NLM: QZ 360

Bibliotecario responsavel: Fabian Rodrigo dos Santos CRB-6/2697




) Programa de

P6s-Graduacao

& GthOS em Patologia

ATA DA DEFESA DA DISSERTAGAO DE MESTRADO N° 433 DE THAIS
SALVIANA RIBEIRO

Realizou-se, no dia 31 de maio de 2021, as 16 horas, no formato on-line, a defesa
de Dissertacao, intitulada “Efeitos do Citrato de Clomifeno e do Letrozol no
Comportamento da Linhagem Celular de Melanoma Humano A3757,
apresentada pela mestranda Thais Salviana Ribeiro, numero de registro
2019695973, graduada no curso de Biomedicina, como requisito parcial para a
obtencdo do grau de Mestre em PATOLOGIA, a seguinte Comissao
Examinadora: Prof®. Helen Lima Del Puerto, ICB/UFMG — ORIENTADORA;
Prof. Enio Ferreira, ICB/UFMG — COORIENTADOR; Prof?. Istefani Luciene
Dayse, UFOB e Prof?. Marcella Nunes de Melo Braga, ICB/UFMG.

A Comissao considerou a Dissertagao:

(X) Aprovada

( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai
assinada por mim e pelos membros da Comissao.

Belo Horizonte, 31 de maio de 2021.

Prof. Helen Lima Del Puerto J‘@ :

Prof. Enio Ferreira R
Prof®. Istéfani Luciene Dayse Gﬁﬁ/

Prof?. Marcella Nunes de Melo Braga N~ Mor)m A B

* De acordo com as Normas Gerais de Pos-Graduacio da UFMG o grau de Mestre sé sera concedido ao aluno que entregar
a0 Colegiado do Curso, no prazo maximo de 60 dias, a versio final da Dissertaciio, em conformidade com as indicacdes da
Comissio Examinadora. Apds a entrega da versio final com a documentagio exigida para emissiio de Diploma, a secretaria

emitira Certificado de Conclusiio do Mestrado.

Faculdade de Medicina - UFMG Instituto de Ciéncia Biolégicas - UFMG
Campus Satde Campus Pampulha
Centro de Pos-Graduagao Departamento de Patologia Geral
Av. Professor Alfredo Balena, 190 - 5 andar Av. Presidente Antonio Carlos, 6627
Centro - Cep: 301300100 Pampulha - Cep: 31270-901
Belo Horizonte - MG Belo Horizonte - MG
Tel: 3409-9640 - 3403-9641 Tel: 3409-2878

cpg-ppg-patol@gmail.com dpat@ich.ufmg.br



AGRADECIMENTOS

A Deus, acima de tudo, sou imensamente grata por esta vida e pela trajetoria que tracei, sob

Sua graga, até aqui.

A minha familia, cujo amor e suporte imensuraveis permitiram a realizagcdo deste sonho.

Ao meu namorado, por seu apoio incondicional e pela parceria solida e constante.

A0S meus amigos, e aos meus companheiros de laboratério (em especial aos amadinhos Felipe,

Emerson, Barbara, Camila e Bruna), por me acolherem e dividirem comigo essa caminhada.

A UFMG e a Biomedicina, por me propiciarem alguns dos anos mais especiais da minha vida

e carreira.

A todos os meus professores, por seu incrivel papel na construgdo da minha vida académica e

profissional.

Ao Laboratério do Comportamento Celular (LCC), pela cessdo do necessario a realizacdo desse

trabalho e por ser uma casa téo querida durante todo o meu mestrado.

A Helen e ao Enio, por confiarem em meu potencial como orientanda, pela sua contribuicédo e

inspiracdo diarias, e por serem referéncia profissional e pessoal para todos os seus filhos

académicos.

E a todos que fizeram parte da minha formagéo, a minha gratidao.

"Todo contato deixa uma marca"
(Edmond Locard)



“A felicidade pode ser encontrada
mesmo nas horas mais dificeis, se

vocé lembrar-se de acender a luz.’

(Alvo Dumbledore)



Este trabalho foi realizado no Laboratdério do Comportamento Celular do
Departamento de Patologia Geral do ICB / UFMG, com apoio financeiro do
CNPq, CAPES e FAPEMIG.



RESUMO

O melanoma é o céncer proveniente da transformacdo maligna dos melandcitos, células
produtoras de melanina que podem ser encontradas na pele, bem como, em outros sitios
anatdmicos. Apesar de sua baixa incidéncia, o melanoma possui alta letalidade devido ao seu
comportamento celular mais agressivo. Sua ocorréncia depende da interacdo de multiplos
fatores, ja sendo sugerida na literatura a associacdo entre o uso de farmacos indutores de
ovulagéo, e o desenvolvimento do melanoma e de outras neoplasias. O citrato de clomifeno
(CC) e o letrozol (LET) sdo amplamente usados para o tratamento da infertilidade em pacientes
anovulatdrias e para a preservacdo da fertilidade de pacientes oncoldgicas, por exemplo. Tais
drogas sdo utilizadas durante a etapa de estimulacdo ovariana controlada (EOC), cujo intuito é
a indugdo da ovulagdo. A correlagdo entre o uso de CC para a EOC e o desenvolvimento do
melanoma € sugerida na literatura por varios estudos, mas seu carater observacional limita a
interpretacdo dos seus resultados. Com relacdo ao LET, é indicado na literatura seu caréater
protetor no tratamento contra o cancer de mama receptor de estrogénio positivo, quando usado
em associag¢do com o tamoxifeno. Entretanto, até 0 momento néo ha trabalhos que investigaram
seu efeito no desenvolvimento ou tratamento de outros tipos de cancer. Assim, o presente
trabalho objetivou investigar os efeitos do CC e do LET no comportamento da linhagem de
melanoma humano A375, examinando aspectos associados a agressividade celular como a
viabilidade, ciclo celular, perfil migratério, e a expressdo de mMRNA de genes associados a
transicdo epitélio-mesenquimal (NCAD e ECAD), estresse oxidativo mitocondrial (SOD2) e
morte celular (BAX). Para isso, as células foram tratadas com CC (200 a 2000 ng/mL) e LET
(400 a 4000 ng/mL) por 24 e 48 horas. Foi observada uma reducdo de 80% na viabilidade
celular apds 48 horas do tratamento com CC 2000 ng/mL; com a inducdo da parada do ciclo
celular na fase G1 24h apds o tratamento, e na sub-G1 apds 48h de tratamento. O LET, por sua
vez, induziu apenas alteracOes leves e moderadas na viabilidade e ciclo celular. Ap6s 48h de
tratamento com o CC (2000 ng/mL) as células A375 apresentaram menor capacidade de
migracdo no ensaio de cicatrizacdo de feridas. Os resultados da expressao génica indicaram
diferencas estatisticamente significativas na expressdo de BAX e SOD2 nas concentracdes de
2000 ng/mL de CC, bem como, 400 e 4000 ng/mL de LET. Apos 24h e 48h de incubagdo com
2000 ng/mL de CC, houve uma reducdo na expressdo de BAX (0,044 e 0,485 fold change,
respectivamente), com aumento na expressao de SOD2 48h apds o tratamento (1,399 fold
change). No entanto, 48h ap06s o tratamento com LET ocorreu um aumento na expressdo de
BAX e SOD2 com 400 ng/mL da droga (1,836 e 2,321 fold change, respectivamente), e com
4000 ng/mL (5,193 e 8,587 fold change, respectivamente). Além disso, o LET regulou
negativamente a expressao de NCAD, apds 24 e 48h de incubacdo nas concentragdes de 400
ng/mL (0,261 e 0,319 fold change, respectivamente) e 4000 ng/mL (0,272 e 0,462 fold change,
respectivamente). Em conclusao, os resultados do presente estudo indicam que as drogas CC e
LET reduzem a viabilidade das células A375, induzem uma parada no ciclo celular na fase G1,
reduzem sua capacidade de migragéo, e aumentam o estresse oxidativo dessas células; indicado
por um aumento na expressao génica de SOD2 e BAX. Portanto, no presente estudo, tais
indutores de ovulacéo ndo favoreceram a agressividade das células A375 de melanoma humano.

PALAVRAS-CHAVES: melanoma, neoplasias, clomifeno, letrozol, carcinogénese,
dissertagdo académica.



ABSTRACT

Melanoma is a cancer type originated from the malignant transformation of melanocytes,
melanin-producing cells that can be found in the skin, as well as in other anatomic sites. Despite
its low incidence, melanoma has high lethality rates due to its notably aggressive cell profile.
Its occurrence depends on the interaction of multiple factors, and the association between the
use of fertility drugs and the development of melanoma, amongst other cancer types, has already
been suggested in the literature. Clomiphene citrate (CC) and letrozole (LET) are widely used
for the treatment of infertility in anovulatory patients, and for preserving cancer patients’
fertility, for instance. These drugs are used for controlled ovarian stimulation (COS), which
aims to induce ovulation. The correlation between CC use for COS and the development of
melanoma is indicated by several studies, but their observational character limits the
interpretation of their results. Regarding LET, the literature has already mentioned its protective
role against estrogen-receptor positive breast cancer, when LET was used in association with
tamoxifen. However, up to date there are no studies that investigated its effects in the
development nor treatment of other cancer types. Thus, the present work aimed to investigate
the effects of CC and LET in the A375 human melanoma cell line, by evaluating aspects such
as cell viability, cell cycle, migratory profile, and mRNA expression of genes associated with
epithelial-mesenchymal transition (NCAD and ECAD), mitochondrial oxidative stress (SOD2)
and cell death (BAX). The cells were treated with CC (200 to 2000 ng/mL) and LET (400 to
4000 ng/mL) for 24 and 48 hours. An 80% reduction in cell viability was observed 48 hours
after treatment with 2000 ng/mL CC; with induction of cell cycle arrest in G1 phase 24h after
treatment, and in sub-G1 phase 48h following treatment. LET induced only mild changes in
cell viability and cell cycle. After 48 hours of CC treatment (2000 ng/mL), A375 cells’
migration ability in the wound healing assay decreased. Additionally, gene expression results
indicated statistically significant differences in the expression of BAX and SOD?2 after cell
treatment with 2000 ng/mL of CC, as well as 400 and 4000 ng/mL of LET. After 24h and 48h
of incubation with 2000 ng/mL of CC, there was a reduction in the expression of BAX (0.044
and 0.485 fold change, respectively), with an increase in the expression of SOD2 48h after the
treatment (1.399 fold change). However, 48h after treatment with LET there was an increase in
the expression of BAX and SOD2 at 400 ng/mL (1.836 and 2.321 fold change, respectively),
and at 4000 ng/mL of the drug (5.193 and 8.587 fold change, respectively). Furthermore, LET
down-regulated NCAD expression after 24 and 48 h of incubation at concentrations of 400
ng/mL (0.261 and 0.319 fold change, respectively) and 4000 ng/mL (0.272 and 0.462 fold
change, respectively). In conclusion, the results of the present study indicate that CC and LET
reduce A375 cells’ viability, induce cell cycle arrest in the G1 phase, reduce cells’ migration
ability, and increase oxidative stress; indicated by the up-regulation of SOD2 and BAX.
Therefore, these ovulation-inducing drugs did not favor the aggressiveness of A375 melanoma
cell line.

KEYWORDS: melanoma, neoplasms, clomiphene, letrozole, carcinogenesis, academic
dissertation.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

1.1.  INTRODUCAO

O melanoma deriva da proliferacdo autbnoma e desordenada dos melandcitos, células
produtoras de melanina que podem ser encontradas na epiderme, olhos, meninges, eséfago e
membranas mucosas (ALI; YOUSAF; LARKIN, 2013). Essa neoplasia possui alta letalidade,
sendo responsavel por cerca de 43% das mortes por cancer de pele no Brasil, em contraste com
sua baixa incidéncia, representando apenas 3% dos casos de cancer de pele no pais no ano de
2019 (INCA, 2021a). Entretanto, nos ultimos 50 anos, a incidéncia do melanoma vem
crescendo mundialmente, contribuindo para sua classificacdo na 19? posi¢do no ranking de
neoplasias mais diagnosticadas no mundo; com cerca de 300 mil novos casos reportados por
ano, de acordo com estatisticas da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC) da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (BRAY et al., 2018)

Assim como em todas as neoplasias malignas, a ocorréncia do melanoma resulta de uma
interacdo complexa entre multiplos fatores ambientais e genéticos, sendo a exposi¢ao aos raios
ultravioleta do sol o fator mais importante para o aumento do risco de desenvolvimento desse
tipo de cancer (RASTRELLI et al., 2014). Tal interacdo pode levar a alteracdes celulares que
sdo consideradas as bases para a iniciacdo, promocao e progressao tumorais; por afetarem
diretamente caracteristicas metabdlicas, proliferativas, fenotipicas e de evasdo a importantes
mecanismos de controle celular, como o reparo do material genético e a morte celular
(HANAHAN; WEINBERG, 2000).

E sabido que varios medicamentos podem influenciar o desenvolvimento neoplasico
(BELITSKIY et al., 2020), exibindo potencial carcinogénico quando contribuem para a
evolugéo da neoplasia, ou potencial antitumoral quando desfavorecem seu desenvolvimento,
desacelerando-o ou induzindo a morte celular (HANAHAN; WEINBERG, 2011). No ambito
deste trabalho, foi destacado o citrato de clomifeno (CC) e o letrozol (LET), farmacos utilizados
como indutores de ovulacdo em pacientes anovulatorias, ou para a preservacédo da fertilidade
de pacientes oncoldgicas, por exemplo. Tais drogas sdo utilizadas durante a etapa de
estimulacdo ovariana controlada (EOC), para o desenvolvimento e maturacdo folicular
(MITWALLY; CASPER, 2001). Sua influéncia direta na producéo e liberacdo hormonal pode
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ter um papel importante no desenvolvimento de neoplasias, e essa associa¢do ja foi sugerida na
literatura entre o CC e diversos tipos de céncer, incluindo o melanoma, em estudos
predominantemente observacionais, realizados a partir de coortes de mulheres em propedéutica
de infertilidade, que fizeram o uso desse medicamento (DOR et al., 2002; KESSOUS et al.,
2016; KRISTIANSSON; BJOR; WRAMSBY, 2007; POTASHNIK et al., 1999; REIGSTAD
etal., 2017; ROSSING et al., 1995; YOUNG et al., 2001).

O LET, por outro lado, é um farmaco que tem sido utilizado no tratamento do cancer de mama
receptor de estrogénio positivo, que constitui cerca de dois tercos de todos os canceres de mama
diagnosticados (KIM; TURAN; OKTAY, 2016; MOURIDSEN, 2007; THURLIMANN et al.,
2005; VOHORA et al., 2017). Porém, até 0 momento, ndo ha estudos que associem o LET ao

tratamento ou desenvolvimento de outras neoplasias, incluindo o0 melanoma.

Atrelado a isso, a profundidade da discussdao acerca do papel pr6 ou antitumoral do CC ¢
limitada pela natureza observacional dos estudos epidemiologicos publicados até o momento,
uma vez que a interpretacao dos seus resultados pode sofrer a influéncia de varios vieses como:
as condicdes em que as analises foram realizadas e o método de avaliacdo empregado; o
histérico médico das pacientes; e outros potenciais carcindgenos aos quais elas foram expostas
entre o término do protocolo de EOC com o CC, e o diagndstico oncolégico (ASMR, 2016).

Dessa maneira, evidencia-se a necessidade de estudos experimentais que investiguem, em
condic@es controladas e replicaveis, a correlagdo entre o uso desses indutores de ovulacédo e sua
acdo no comportamento de células neoplasicas malignas. I1sso pode auxiliar no entendimento
da seguranca desses compostos a longo prazo na saude da mulher, e da sua seguranca de uso
em pacientes oncoldgicas, para as quais a EOC € indicada com o intuito de preservacdo da
fertilidade (CAKMAK; ROSEN, 2013).

Portanto, o presente trabalho propds-se a investigar como o CC e o LET podem atuar in vitro
no comportamento das células de melanoma humano (A375), um tumor de sitio primario,
avaliando o efeito dessas drogas em fatores associados a agressividade celular como
metabolismo e viabilidade, ciclo celular, potencial migratério e invasivo, e na expressao de

genes relacionados ao estresse oxidativo mitocondrial e a morte celular por apoptose.



13

1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1. CANCER

O termo “cancer” ¢ utilizado para denominar um conjunto de doencas, que tém como ponto de
partida a proliferacdo anormal, descontrolada e autdnoma de células neoplasicas malignas
(INCA, 2020). Tal perfil proliferativo resulta da combinacdo de varios fatores genéticos e
ambientais, que eventualmente podem culminar na invaséo de tecidos adjacentes, ou até mesmo
na disseminacdo e implantacdo das células neoplasicas em sitios distantes, processo este

conhecido como metastizagéo (FILHO, 2013).

Estimativas feitas para o ano de 2020 pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC
- International Agency for Research on Cancer) da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
indicam a ocorréncia de cerca de 19,2 milhGes de novos casos de cancer no mundo, em paralelo
com quase 10 milhdes de mortes decorrentes dessa doenga no mesmo ano (IARC, 2020). Para
o Brasil, dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), indicam a incidéncia de cerca de 626
mil novos casos no ano de 2020, com quase 232 mil mortes contabilizadas no pais no ano de
2019 (INCA, 2021b). Tais dados refletem como o céancer tem se tornado cada vez mais
incidente, e como seus efeitos no organismo podem ser extremamente debilitantes e, muitas das
vezes, letais; o que faz dessa doenca um notorio desafio social e de satde publica em todo o
mundo (ASSOCIACAO DA INDUSTRIA FARMACEUTICA DE PESQUISA
(INTERFARMA), 2019; KANAVOS, 2006; MORRELL; YOUNG; RODER, 2019).

Dentre os fatores que podem levar ao desenvolvimento do cancer, 0s extrinsecos sobressaem-
se aos intrinsecos, estando aqueles associados a cerca de 80-90% dos casos. Dos fatores
extrinsecos, destacam-se: 0 ambiental, como exposi¢do a radiacdo ultravioleta do sol e a
produtos quimicos; o social, como tabagismo, alimentagéo e estilo de vida; e 0 aumento da
expectativa de vida da populacdo, com consequente prolongamento da exposicdo a
carcindgenos, cujos efeitos, ainda que tardios, podem manifestar-se em idades mais elevadas.
Ja para os fatores intrinsecos, cujo impacto no desenvolvimento do cancer € menor, podem ser
citados: a hereditariedade, que se relaciona diretamente com alteracdes genéticas herdadas dos
pais; além de aspectos étnicos e individuais (BREIVIK, 2005; INCA, 2018).
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O processo de carcinogénese decorre de varias mutagoes e alteracfes celulares, que propiciam
a iniciacdo, promogé&o e progressao tumoral. A soma de mutacdes genéticas pode levar a perda
da funcéo de genes supressores de tumor, e a ativacéo de proto-oncogenes em oncogenes, 0 que
compromete o controle celular de funcbes-chave como os mecanismos de reparo do DNA, a
proliferacdo, morte e metabolismo celular (CAMARDA; WILLIAMS; GOGA, 2017;
HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Na literatura foram inicialmente citadas seis principais alteracdes celulares comuns a maioria
dos canceres, sendo elas: a autossuficiéncia e independéncia de fatores de crescimento;
insensibilidade aos fatores inibitorios do crescimento; evasdo a apoptose; potencial ilimitado
para a replicacdo; angiogénese sustentada; e a invasdo tecidual com eventual metastase
(HANAHAN; WEINBERG, 2000). Posteriormente, outras caracteristicas foram adicionadas a
esse grupo de alteracBes das células neoplésicas, tais como: a reprogramacdo metabolica;
evasao ao sistema imune, instabilidade gendmica e mutacéo, e a inflamag&o mediada pelo tumor
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

E possivel inferir que a carcinogénese ocorre e progride de maneira facilitada e mais efetiva
nos tipos mais incidentes e letais de cancer, dentre os quais podemos destacar 0s canceres de
mama, prostata, colorretal, traqueia, brénquio e pulmao, cervical e pele (IARC, 2020; INCA,
2021b). No Brasil, o cancer de pele corresponde a cerca de 30% de todos os tipos de cancer
registrados, sendo o melanoma considerado o tipo mais grave, devido ao significante contraste

entre sua alta letalidade e baixa incidéncia (INCA, 2021a).

1.2.2. MARCOS DO CANCER E DESENVOLVIMENTO NEOPLASICO

Durante o processo de carcinogénese, as células neoplasicas adquirem caracteristicas
especificas que as diferem das células normais do tecido, e que sdo fundamentais para a sua
sobrevivéncia e replicagdo, contribuindo diretamente para o0 estabelecimento e
desenvolvimento do cancer. Tais caracteristicas ja foram descritas na literatura como o0s
“marcos do cancer”, podendo ser observadas (em maior ou menor propor¢do) em todas as
neoplasias, incluindo o melanoma (FILHO, 2013; HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Dentre os marcos do cancer, originalmente descritos em 2000 e posteriormente revisitados e

atualizados, podemos destacar: crescimento celular seletivo e vantagem proliferativa; alteragéo
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do metabolismo celular e da resposta ao estresse oxidativo, favorecendo a sobrevivéncia;
angiogénese sustentada; microambiente favoravel; modulacéo do sistema imune; e capacidade
de invasdo e metastizacdo (FOUAD; AANEI, 2017; HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Todos esses marcos correlacionam-se com o comportamento da célula tumoral, o qual pode ser
mais ou menos agressivo de acordo com o tipo de cancer, além de poder ser modulado por
fatores externos como, por exemplo, tratamentos que objetivem enfraquecer e exterminar as
populacdes de células neoplésicas visando a cura do paciente (SAMIR AL-BEDEARY; AL-
SHARAFI, 2020).

A caracteristica celular mais notoria nas neoplasias é a vantagem proliferativa, que esta
associada a um crescimento celular seletivo. E bem estabelecido que as células neoplésicas tém
alteracbes em vias de sinalizacdo responsaveis por controlar a proliferacdo e a homeostase
celular, fatores que em condic@es fisiol6gicas garantem o fendtipo celular normal e saudavel
(FOUAD; AANEI, 2017; VOGELSTEIN et al., 2013).

A regulacdo fina do ciclo celular é responsavel pelo controle da proliferacdo celular, de forma
que a proliferacdo desordenada caracteristica do cancer, ocorre devido a desregulacdo desse
importante mecanismo. A perda de controle do ciclo celular pode estar associada,
especialmente, a reducdo ou inibicdo da expressao de genes supressores de tumor, em paralelo
com a ativacao de proto-oncogenes em oncogenes (CAMARDA; WILLIAMS; GOGA, 2017;
HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Proto-oncogenes sdo genes que, em condi¢cdes normais, induzem o crescimento celular. A
mutacdo desses genes pode torna-los oncogenes, cuja alta expressdo favorece a proliferacao
desordenada tipica das neoplasias. Dentre os oncogenes expressos pela maioria dos canceres
estdo o MYC, BCL-2, RAS, HER2, entre outros. Os genes supressores de tumor, por sua vez,
atuam na inibicdo da divisdo celular codificando proteinas que desempenham papeis cruciais
nos pontos de checagem do ciclo celular. TP53, BRCAL, BRCA2, NF1 e NF2 sdo exemplos de
importantes supressores tumorais, comumente inativados ou mutados no cancer (CAMARDA;
WILLIAMS; GOGA, 2017; WEINBERG, 2013).

Atraveés de alteragdes no controle do ciclo celular, a proliferacéo celular é favorecida, bem como

a progressdo tumoral. O ciclo celular é composto por duas etapas principais: a intérfase, que
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resulta na duplicagdo do DNA e dos componentes celulares; e a mitose (M), marcada pela
citocinese (Figura 1) (MATSON; COOK, 2017; WEINBERG, 2013).

A intérfase é a etapa mais longa do ciclo, e é dividida nas fases G1, S e G2, durante as quais
ocorrem o crescimento celular em volume e em nimero de organelas, a duplicacdo do DNA, e
a sintese de proteinas e de componentes da membrana citoplasmatica, respectivamente. Ha
também a fase GO, na qual as células reduzem seu metabolismo celular e entram em estado de
quiescéncia ou senescéncia, ndo havendo duplicacdo (Figura 1). Caso recebam estimulos
externos favoraveis, as células quiescentes podem retornar para a fase G1 e reiniciar seu ciclo
de replicacdo e divisdo celular, o que ndo é possivel para as células senescentes. (LIM;
KALDIS, 2013; MATSON; COOK, 2017; WEINBERG, 2013).

A celula nao Duplicacao do DMA
entra em divisaa

ponto de
checagem G1

Celula

L e

Niscl G @
/ Mitose

ponte de checagem M

Divisao celular .' .

Aumento da
rmassa muscular

ponto de checagem G2

Figura 1 — Representacdo das fases do ciclo celular e de seus pontos de checagem. Disponivel

em: www.sobiologia.com.br.

A iniciacdo e progressédo das células dentro do ciclo celular sdo reguladas principalmente pela
ativacdo de proteinas quinases dependentes de ciclinas (CDKs). As CDKs atuam especialmente
nos pontos de checagem do ciclo celular, juntamente com outras proteinas efetoras como a p53,
que sdo extremamente necessarias para a garantia de uma proliferagcdo normal (LIM; KALDIS,
2013). Os pontos de checagem do ciclo celular séo posicionados em G1/S, G2/M e M, e neles

é feito um rastreamento do conteudo celular recém-produzido (Figura 1). Caso haja a detecgéo
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de danos neste material, as proteinas efetoras induzem uma parada no ciclo para que o ocorra 0
processo de reparo que, se for bem sucedido, permite o retorno da célula ao ciclo, na fase
subsequente de replicacdo ou divisdo. Em caso de falhas no reparo, ocorre a inducdo da morte
celular por apoptose (HUMPAL; ROBINSON; KREBS, 2009). As falhas nos processos de
checagem e reparo do ciclo celular, frequentes no céncer, contribuem para a origem e

proliferacdo de células com mutac6es génicas e com potencial maligno (MOLINARI, 2000).

A alta taxa proliferativa das células neoplésicas demanda grande producdo energética, o que
faz com que sejam necessarios ajustes metabdlicos que confiram vantagens seletivas durante a
iniciacdo e progressao tumorais (CAIRNS; MAK, 2016; DEBERARDINIS; CHANDEL,
2016). As células neoplasicas podem apresentar (de maneira total ou parcial) seis principais
alteracdes metabolicas: desregulacdo na captacdo de glicose e aminoacidos; aquisicdo
nutricional oportunista; utilizacdo da glicélise e de intermediarios do ciclo de Krebs para
obtencédo de energia; aumento da demanda de nitrogénio; alteragdes na regulagédo génica por
metabolitos celulares; e interacBes metabdlicas com o microambiente tumoral (PAVLOVA,
THOMPSON, 2016).

Essa modulacdo metabolica é essencial no microambiente tumoral, que se torna gradualmente
escasso a medida que o cancer progride, devido ao aumento da competi¢cdo por oxigénio,
nutrientes e outros fatores essenciais para a sobrevivéncia celular. Em paralelo com a adaptacéo
metabolica, podemos destacar a resposta celular ao estresse oxidativo como sendo de extrema
importancia para a sobrevivéncia das células. A producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) pode advir da prépria adaptacdo metabdlica, como resultado da saturacdo do ciclo de
Krebs, por exemplo (DEBERARDINIS; CHANDEL, 2016).

A producdo moderada de ROS pode ser (til para a progressao tumoral, uma vez que ela
contribui para a ocorréncia de mutagdes genéticas por provocar danos ao DNA. O acumulo de
mutacdes é uma das caracteristicas intimamente associadas ao carater celular maligno, devido
ao seu potencial de gerar células mais resistentes e com comportamento mais agressivo.
Entretanto, quando uma quantidade excessiva de ROS é gerada, danos graves e irreversiveis
podem ser causados, culminando na ativacdo de vias de morte celular; motivo pelo qual o
controle intrinseco da producéo e da degradacdo de ROS ¢ essencial (FOUAD; AANEI, 2017,
SABHARWAL; SCHUMACKER, 2014).
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Sendo assim, estudos sugerem que as células neoplasicas aumentam sua capacidade
antioxidante & medida que o tumor se desenvolve, pois o desenvolvimento tumoral esta
associado a crescente producdo e acumulo de ROS. Nesse contexto, as mitocondrias
protagonizam importante acdo protetora da integridade celular, abrigando enzimas com
atividade antioxidante que agem inativando as ROS e prevenindo a morte celular (VYAS;
ZAGANJOR; HAIGIS, 2016).

Todas essas alteracGes e adaptacdes contribuem para o crescimento da populacdo celular,
prolongamento do intervalo de vida das células neoplasicas e evasdo a apoptose, permitindo
com que elas evoluam e ganhem caracteristicas cada vez mais malignas. Dois dos eventos-
chave da progressdo tumoral sdo a invasdo e a metastizacao, que propiciam a disseminacdo do

cancer para tecidos adjacentes e, em Gltima instancia, para sitios distantes (FILHO, 2013).

A invasdo se da pela mudanca do fendtipo celular com aquisicéo de tragos como plasticidade e
motilidade, processo conhecido como transicao epitélio-mesenquimal (TEM). Para isso, ha
inicialmente a perda das caracteristicas celulares epiteliais, com ativacdo de fatores de
transcricdo como B-catenina e SNAIL, que promovem a mudancga da expressao de integrinas,
reduzem a adesdo a matriz extracelular (MEC), e inibem a expressdo de E-caderina, molécula
importante para a adesdo intercelular. Aliado a isso, h4 o ganho de caracteristicas celulares
mesenquimais, pela expressdo de moléculas como R-caderina e N-caderina, SMA-a e
vimentina. Essas alteracdes permitem o destacamento progressivo das células de seus sitios
naturais, e conferem a elas a motilidade necessaria para que consigam se locomover em direcéo
ao tecido subjacente (FILHO, 2013).

Além disso, o aumento da capacidade proteolitica das células é essencial para que o processo
de invasdo tecidual seja possivel. O rompimento da membrana basal e degradagdo da MEC por
enzimas como as metaloproteases por exemplo, que digerem o colageno tecidual, abre espaco
para a locomocdo das células neoplésicas pelo estroma, promovendo a invasdo e o crescimento
tumoral, e até mesmo a angiogénese local (EGEBLAD; WERB, 2002; STERNLICHT; WERB,
2001). Apos o destacamento celular do tumor primario, rompimento da membrana basal do
tecido, invasao e locomocéo pelo estroma subjacente, 0s proximos passos para a metastizagdo
sdo: a invasao dos vasos linfaticos e/ou sanguineos peritumorais pelas células neoplasicas e,
finalmente, o extravasamento dessas células nos sitios secundéarios (linfonodos ou outros

0rgdos), que podem vir a se tornar os sitios metastaticos do cancer (FILHO, 2013).
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Finalmente, a essencialidade de todos esses fatores para o cancer torna imperativo o
aprimoramento da compreensdo a respeito de como eles agem no ambiente tumoral, o que €
extremamente importante para o entendimento do funcionamento do cancer como um todo e,
principalmente, para o0 entendimento de seus tipos e subtipos. Portanto, a partir do
aprofundamento desse saber, terapias cada vez mais assertivas podem ser desenvolvidas, e
teorias mais robustas sobre a influéncia de farmacos ou outros fatores (intrinsecos ou

extrinsecos) no cancer, podem ser construidas e testadas.

1.2.3. MELANOMA

O melanoma é uma neoplasia maligna derivada da transformacdo dos melandcitos, células
produtoras do pigmento melanina, que podem ser encontradas na epiderme, olhos, meninges,
esdfago e membranas mucosas. A localizacdo variada dos melandcitos propicia o
desenvolvimento do melanoma em diversos sitios anatdmicos, de modo que ele pode ser
subdividido em: melanoma cutaneo, sua forma mais comum; melanoma de mucosas; e
melanoma uveal. Cada subtipo é derivado da transformacdo maligna dos melandcitos da
epiderme, das membranas mucosas e do estroma ocular, respectivamente (ALI; YOUSAF;
LARKIN, 2013). A proliferacdo autdbnoma e desordenada dos melandcitos transformados, gera
um desbalanco na homeostase tecidual local, comprometendo a comunicacdo e adesdo
intercelular, e favorecendo o desenvolvimento do tumor (HAASS; SMALLEY; HERLYN,
2004).

Historicamente, 0 melanoma ja foi considerado uma neoplasia rara, porém, nas ultimas décadas
sua incidéncia vem aumentando de maneira superior a quase todos 0s outros tipos de cancer,
com estimativas de crescimento sustentado para 0s préximos anos (GUY et al., 2015). Com
cerca de 300 mil novos casos reportados em 2018, o melanoma é considerado o 19° tipo de
cancer mais frequente em todo o mundo, com maior nimero de diagnésticos reportados na

Austrélia, seguida da Nova Zelandia, Noruega, Dinamarca e Holanda (BRAY et al., 2018).

A incidéncia do melanoma na populacdo mundial é bastante varidvel, uma vez que é
condicionada por diversos fatores como: etnia, grau de pigmentacdo da pele, olhos e cabelos;

sensibilidade a queimaduras solares; presenca de sardas; condi¢cdo do sistema imunologico;
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predisposicdo genética; e frequéncia de exposi¢do aos raios ultravioleta do sol, sendo este o
principal determinante ambiental para o aumento do risco de desenvolvimento dessa neoplasia
(RASTRELLI etal., 2014; TITUS-ERNSTOFF et al., 2005). No Brasil, 0 melanoma representa
cerca de 3% dos canceres de pele, tendo sido estimados 8450 novos casos em territorio nacional
no ano de 2020, sendo 4200 diagnosticados em homens, e 4250 em mulheres (INCA, 2021a).

Ao contrario do que ocorre para outros tipos de tumores sélidos, cujo diagnostico é
majoritariamente feito apos 0s 65 anos, 0 melanoma acomete uma faixa etaria mais jovem, com
idade média de 57 anos. A incidéncia aumenta de maneira constante na populacdo entre os 30
e 0s 90 anos de vida, sendo que, entre individuos mais jovens (de 20 a 24 anos) ha uma
predominancia de casos femininos de melanoma; ocorrendo uma inversdo desse perfil a partir
dos 55 anos, quando os casos predominam em individuos do sexo masculino (ALI; YOUSAF;
LARKIN, 2013).

Com relacdo a ocorréncia de mortes por esse tipo de cancer, dados globais coletados pela IARC
para 0 ano de 2020, indicam que 0,6% de todas as mortes por cancer tiveram o melanoma como
responsavel (57.043 mortes), com os maiores percentuais de mortalidade sendo observados na
Europa (46,2%), seguida da Asia (21%) e América do Norte (14,7%) (IARC, 2020). Para o
Brasil, 0,84% das mortes por cancer entre 2015 e 2019 foram causadas pelo melanoma cutaneo,
sendo 1.978 dbitos reportados em 2019. Isso evidencia que, embora a incidéncia do melanoma
seja relativamente seja baixa, sua letalidade € alta, sendo ele responsavel por cerca de 43% das

mortes por cancer de pele no pais (INCA, 2021a).

A sobrevida por melanoma no Brasil é baixa, quando comparada a populacdo mundial,
principalmente devido ao diagnostico tardio, relacionado a dificuldade de acesso da populacéo
ao sistema de satde (VAZQUEZ et al., 2015). Além disso, a letalidade do melanoma também
deriva de caracteristicas de agressividade inerentes a esse tipo de neoplasia, cujo perfil
molecular diverso e complexo, reflete seu carater heterogéneo e clinicamente desafiador
(SEKULIC et al., 2008), com células de potencial altamente proliferativo, plastico, invasor e
metastatico (GREENBERG et al., 2011).

O surgimento da leséo benigna, que eventualmente pode originar o melanoma, ocorre por meio
da proliferagdo restrita de melandcitos normais, com o desenvolvimento de nevo benigno.

Partindo desse estagio inicial, os melandcitos podem acumular mutacdes e desenvolver atipias
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que os permitam proliferar-se de maneira autbnoma, levando primeiramente a um crescimento
radial e localizado do tumor (melanoma in situ), o qual pode progredir com um
desenvolvimento vertical até invadir a derme e alcancar a circulacdo linfatica e sanguinea,
gerando metastases (SCHADENDOREF et al., 2015).

A lacuna entre a lesdo benigna e maligna € preenchida por mutag¢des condutoras importantes,
que podem levar ao desenvolvimento do melanoma por trés caminhos. O primeiro é quando a
lesdo benigna ja possui a mutacdo V600E do proto-oncogene BRAF (v-Raf murine sarcoma
viral oncogene homolog B1) e a mutagdo na regido promotora do TERT (telomerase reverse
transcriptase) é a responsavel pela transi¢ao da lesdo intermediaria para o0 melanoma in situ. O
segundo e terceiro caminhos baseiam-se na existéncia de uma lesdo intermedidria entre a leséo
benigna e o melanoma in situ, que surge por mutacbes no proto-oncogene NRAS
(neuroblastoma RAS viral oncogene homolog) e TERT; ou BRAF (V600E) e TERT,
respectivamente (SHAIN et al., 2015).

E bem estabelecido, entretanto, que a transicdo do melanoma in situ para invasivo, ocorre por
alteragcBes no gene CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), responsavel pela sintese
de proteinas como a pl16 e pl4. Estas tém importante papel supressor tumoral por estarem
envolvidas no controle da proteina p53, que direciona o reparo do DNA durante o ciclo celular,
induzindo a morte por apoptose em casos de falha nesse processo (SEKULIC et al., 2008). No
melanoma a frequéncia de mutacbes no gene TP53 que codifica a p53 é cerca de 9%
(BENNETT, 2008).

Por outro lado, cerca de 90% dos melanomas possuem a hiperfosforilacdo da proteina MAPK
(mitogen-activated protein kinase). A MAPK é responsavel por estimular a proliferacdo celular
e proteger a célula contra a morte por apoptose, de modo que sua superexpressao pode ser um
evento facilitador do desenvolvimento tumoral. A causa da hiperfosforilagdo desta proteina esta
ligada a mutagdes no gene BRAF, que induzem sua atuagcdo como oncogene (WOODMAN et
al., 2012). A metastizagdo do tumor, por sua vez, provavelmente se estabelece por perda de
funcdo do gene PTEN (phosphatase and tensin homolog) supressor de tumor, em conjunto com
alteracdes na funcdo da p53 (SHAIN et al., 2015).

Finalmente, todas essas alteracbes fazem parte do processo de carcinogénese e sdo

extremamente importantes para a iniciagdo, promocdo e progressdo tumoral. Como
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anteriormente mencionado, esses processos podem sofrer a influéncia de muitos fatores, dentre
0s quais estdo o uso de medicamentos (INCA, 2018), de modo que muitos farmacos ja tiveram

seu potencial carcinogénico descrito na literatura (BELITSKIY et al., 2020).

No ambito deste trabalho, destacam-se dois medicamentos utilizados nos protocolos de
estimulagdo ovariana controlada (EOC). O primeiro deles é o citrato de clomifeno (CC), cuja
associacdo a diversos tipos de cancer, incluindo o melanoma, ja foi sugerida na literatura por
estudos majoritariamente epidemiolégicos (CALDERON-MARGALIT et al., 2009;
KESSOUS et al., 2016; POTASHNIK et al., 1999; SIRISTATIDIS et al., 2013; YLI-KUHA
et al., 2012). O segundo, por fim, é o letrozol (LET), cujo potencial terapéutico ja foi descrito
na literatura para o cancer de mama receptor de estrogénio positivo, em associacdo ao
tamoxifeno (KIM; TURAN; OKTAY, 2016, MOURIDSEN, 2007; THURLIMANN et al.,
2005; VOHORA et al., 2017). Entretanto, seu papel no tratamento ou progressao de outros tipos

de cancer ainda néo foi investigado.

1.2.4. CITRATO DE CLOMIFENO E LETROZOL NA ESTIMULACAO OVARIANA
CONTROLADA

A infertilidade é uma condicdo que acomete milhdes de casais no mundo, e é definida como a
inabilidade de iniciar e levar a termo uma gestacdo, ap6s 12 meses de relacGes sexuais sem
contracepc¢do (OMS, 2018). Uma das técnicas recomendadas para o tratamento da infertilidade

apos o insucesso de outros tratamentos, € a fertilizagdo in vitro (FIV) (NICE, 2013).

A primeira etapa do protocolo de FIV é a EOC, que consiste na inducdo da ovulacdo através do
uso de farmacos que estimulem o desenvolvimento dos foliculos ovarianos; a fim de garantir a
recuperacdo de oocitos maduros para as etapas subsequentes de fertilizacdo e implantacéo
intrauterina dos embrides (ALPER; FAUSER, 2017; GALLOS et al., 2017). A EOC também &
largamente utilizada para preservacéo da fertilidade em condicdes diversas, sendo recomendada
especialmente para pacientes oncologicas, cujos tecidos reprodutivos podem ser
significativamente afetados pelas terapias contra o cancer (CAKMAK; ROSEN, 2013). Assim,
apesar do recorrente uso desses protocolos ao longo dos anos, sua seguranga vem sendo
questionada especialmente para as pacientes oncoldgicas, devido as alteragdes condicionadas

por meio de sua atuacdo direta na liberagdo hormonal enddgena (AKEL et al., 2020;
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LAMBERTINI; ANSERINI; DEL MASTRO, 2016; MARKLUND et al., 2020). Dois dos
principais farmacos utilizados paraa EOC sdo o CC e 0 LET.

O CC é um composto ndo esteroide, cuja atividade indutora de ovulacdo em pacientes
anovulatérias foi inicialmente descrita na década de 1960, a partir de quando passou a integrar
os protocolos de FIV como primeiro farmaco de escolha para a EOC (GREENBLATT et al.,
1961; KAMATH; GEORGE, 2011). A analogia estrutural entre o CC e 0 estrogénio é crucial
para 0 seu mecanismo de acdo, que se baseia no bloqueio dos receptores de estrogénio
hipotalamicos por essa droga. Isso inibe o feedback negativo do estrogénio no hipotalamo,
sinalizando a necessidade de producéo e liberacdo hipotalamica do hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH). O GnRH atua no eixo hipotalamo-hipéfise-ovario induzindo a
liberacdo hipofisaria do hormonio foliculo-estimulante (FSH) e do hormdnio luteinizante (LH),
que atuam estimulando o crescimento e maturacdo dos foliculos ovarianos propiciando, por
consequéncia, a ovulacdo (Figura 2) (KERIN et al., 1985; KETTEL et al., 1993). A dosagem
do CC para a EOC varia dependendo da resposta individual da paciente, havendo, inclusive,
casos de persisténcia da anovulacdo mesmo apds o tratamento com doses mais elevadas do
composto (HOMBURG, 2005).

Frente a casos de resisténcia ao tratamento com o CC, o LET surgiu em meados dos anos 2000
como um alternativa para o tratamento da infertilidade (MITWALLY; CASPER, 2001), tendo
aceitacdo e indicacdo crescentes desde entdo, por levar a resultados de maturacao folicular mais
precisos e gerando menos efeitos adversos (HOLZER; CASPER; TULANDI, 2006). O LET é
um inibidor seletivo da enzima aromatase, e age impedindo a conversdo de hormonios
androgenos (como a testosterona) em estrogénio, reduzindo seus niveis na circulacdo. Dessa
forma, o feedback negativo exercido pelo estrogénio no eixo hipotalamo-hipéfise é perdido,
havendo a sinalizacdo para liberacdo hipotaldamica de GnRH, seguida da de FSH pela hipéfise,
resultando na inducdo da ovulacdo (HOLZER; CASPER; TULANDI, 2006; KAMATH,;
GEORGE, 2011).
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Figura 2 — Representacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-ovario e dos horménios envolvidos em
sua regulacdo, com indicacdo dos principais pontos de atuacdo do CC e do LET [Adaptado de

www.biorender.com].

A correlacdo entre o tratamento com ambas as drogas para a EOC, e diversos tipos de cancer ja
foi estabelecida na literatura, majoritariamente por meio de estudos epidemioldgicos. Para o
CC, ha estudos que investigam sua associacao ao risco de desenvolvimento de cancer de mama,
ovario, endométrio, Utero, tireoide, colo de Utero, entre outros (ALTHUIS et al., 2005a; DOR
etal., 2002; POTASHNIK et al., 1999; REIGSTAD et al., 2017; YILMAZ et al., 2018). Varios
trabalhos também abordam o risco de desenvolvimento do melanoma em pacientes que
passaram por EOC com CC, havendo tanto uma associacdo positiva, com indicios de risco
aumentado para essa neoplasia (BRINTON et al., 2015; CALDERON-MARGALIT et al.,

2009); quanto uma associacdo negativa, indicando que o risco para desenvolvimento do
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melanoma ndo é afetado pelo uso dessa droga (ALTHUIS et al., 2005b; HANNIBAL et al.,
2008; ROSSING et al., 1995; YOUNG et al., 2001).

Entretanto, o carater observacional de todos esses trabalhos reflete, diretamente, no modo como
seus resultados sdo interpretados. As associa¢des até entdo levantadas na literatura entre 0 CC
e 0 cancer, com destaque para o0 melanoma, devem ser avaliadas com cautela, permanecendo a

incerteza acerca da natureza dessa relagéo.

O LET, por outro lado, é abordado na literatura como farmaco com potencial para o tratamento
do cancer de mama (KIM; TURAN; OKTAY, 2016; MOURIDSEN, 2007; THURLIMANN et
al., 2005; VOHORA et al., 2017), ndo havendo estudos que 0 associem ao tratamento ou

desenvolvimento de outras neoplasias, incluindo o melanoma.

Assim, a maneira mais confidvel para esclarecer a relacdo entre essas drogas e a carcinogénese
do melanoma, é através da conducdo de estudos experimentais in vitro, que possibilitem
investigar de maneira controlada e reprodutivel, os efeitos dessas drogas nas células de
melanoma, mais especificamente, em alguns pontos-chave considerados como 0s marcos do

cancer.
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2. ARTIGO

Os dados deste trabalho serdo apresentados no formato de artigo cientifico, redigido de acordo
com as normas do periodico internacional ao qual sera submetido. O periodico de escolha,
denominado Oncology Letters, possui classificacdo Qualis CAPES B3 na area de avaliacao
Medicina Il para o quadriénio de 2013-2016; e fator de impacto de 2.311 para o periodo de
referéncia de 2019-2020.
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Abstract

Clomiphene citrate (CC) and letrozole (LET) are used as fertility drugs to induce controlled
ovarian stimulation (COS) during infertility treatment, or for preservation of fertility in cancer
patients. CC has been associated with the incidence of many types of cancers in IVF patients
throughout the years, including malignant melanoma. Meanwhile, LET’s therapeutical role has
been indicated for treatment of estrogen receptor-positive breast cancer, but there are no
information on LET’s effects in other cancer types. This study aimed to investigate the effect
of CC and LET in the A375 melanoma cell line, evaluating cell viability and metabolism, cell
cycle, cell migration profile and mMRNA expression of genes involved in cancer aggressiveness.
The cells were treated with CC (200 and 2000 ng/mL) and LET (400 and 4000 ng/mL) for 24
and 48 hours. Results indicated mild effects in cell viability and cell cycle induced by LET
treatment; while CC at 2000 ng/mL decreases A375 cell viability in 80% after 48 hours of
treatment, as well as impairs cell migration ability, and induces early cell cycle arrest at G1
phase, with a later change to sub-G1 phase. Significant differences were found in BAX and
SOD2 mRNA expression after CC and LET treatment. CC at 2000 ng/mL, induced a decrease
in BAX expression after 24h and 48h of treatment (0.044 and 0.485 fold change, respectively),
with late increase of SOD2 expression (1.399 fold change after 48h). 48-hour LET treatment
demonstrated concomitant BAX and SOD2 up-regulation at 400 n/mL (1.836 and 2.321 fold
change, respectively) and at 4000 ng/mL (5.193 and 8.587 fold change, respectively).
Furthermore, LET down-regulated NCAD expression after 24h and 48h of incubation at 400
ng/mL (0.261 and 0.319 fold change, respectively) and 4000 ng/mL (0.272 and 0.462 fold
change, respectively). Otherwise, ECAD expression had no significant changes induced by any
of the treatments. These findings suggest that both CC and LET did not contribute to A375
melanoma cells’ aggressive behavior, indicating the absence of a pro-tumoral effect associated

to these drugs.

Keywords: malignant melanoma, IVF, fertility drugs, cell cycle, NCAD, ECAD, BAX, SOD2
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Introduction

Melanoma is the most lethal type of skin cancer, despite its rarer occurrence in
comparison to other skin malignancies (1). Data gathered by the Surveillance, Epidemiology
and End Results Program from the National Cancer Institute show that 4% of all cancer deaths
in the United States are from melanoma patients, representing six out of seven skin cancer-
related deaths (2). Furthermore, melanoma incidence has been notably rising during the past 50
years (3), contributing for its ranking as the nineteenth most commonly occurring cancer in men
and women worldwide, with nearly 300,000 new reported cases in 2018 (4).

As a multifactorial condition, cancer is a result of a delicate interaction between genetic
and environmental factors, which at some point end up leading to changes in cell metabolism,
proliferation, motility and apoptosis regulation, amongst others. These events are some of the
key points to cancer initiation, promotion and progression (5). In this context, many drugs and
treatment protocols are known to influence cancer occurrence, including melanoma’s, to which
fertility drugs used to induce controlled ovarian stimulation (COS), have already been
associated (6-8).

Cancer patients, patients suffering from fertility issues or difficulties to conceive can
undergo COS cycles for recovery of oocytes for cryopreservation, or as part of the IVF
treatment (9-11). COS protocols consist in the use of drugs such as Clomiphene citrate (CC)
and Letrozole (LET) to induce ovarian follicle maturation and oocyte recovery, through
production and release of the luteinizing hormone (LH) and follicle-stimulating hormone (FSH)
by CC (12,13); and FSH by LET (14).

Since these drugs lead to hormonal swings and potential endogenous hormonal
imbalances, their long-term security is questionable, and CC connection to the development of
endometrium, brain, breast, ovary, thyroid, colon, cervix and skin cancer has already been made
in the literature (6, 7, 15-19). However, most of these associations were through cohort and
epidemiological studies, run in different populations and under the influence of many biases,
so data interpretation can be considered somehow subjective (8).

Due to that, the gap for experimental studies on this subject remain open for many of
these cancer types. Regarding melanoma incidence and CC treatment, there are epidemiological
evidences pointing towards a positive association between them (20, 21) as well as a negative
association (22-26). To this point, no evidence was found on melanoma incidence and LET

treatment, but a protective effect for this drug on breast cancer therapy has been described (27).
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In this context, the present study aimed to examine the effects of CC and LET in the
human melanoma cell line A375 (ATCC® CRL-1619). The investigation was focused on
aspects that pointed out to changes in: cell metabolism and viability; cell cycle; migration
ability; and gene expression for targets involved in epithelial-mesenchymal transition (EMT),
apoptosis and mitochondrial oxidative stress. The study design was to determine how these
drugs affect cancer cells in vitro, and to establish a more solid association between melanoma
progression and these COS agents; that could help to support the development of safer COS

protocols.

Material and methods
Cell culture

The human melanoma cell line, A375 (ATCC® CRL-1619; immortalized from a 54
year-old female patient’s primary melanoma), was cultivated and expanded in 100 mm?2 sterile
cell culture dishes (Sarstedt Ag & Co, Niimbrecht, Germany) using Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS) and 1% of penicillin-
streptomycin (all previously described reagents from Sigma Aldrich Co., St. Louis, U.S.A).
Cells were incubated at 37°C in a humid atmosphere with 5% CO3, until reaching a monolayer
confluence of 70-80%. They were then detached by trypsinization (Sigma Aldrich Co., St.
Louis, U.S.A) or by mechanical scraping (for gene expression evaluation, only), collected in
sterile conical tubes (Sarstedt Ag & Co, Numbrecht, Germany), centrifuged and counted under
inverted microscope using a Neubauer chamber. Cells were finally plated at optimal densities
for each subsequent assay, using DMEM 5% FBS and 0.5% penicillin-streptomycin, which was

also used for the drugs’ serial dilutions.

MTT assay for assessment of cell viability

A375 cells were seeded in 96-well cell culture plates (Sarstedt Ag & Co, Niimbrecht,
Germany) at a density of 7500 cells per well and incubated for 24 hours to allow proper
adhesion and monolayer formation. They were then treated with four different concentrations
of either CC (2, 20, 200 and 2000 ng/mL) or LET (4, 40, 400 and 4000 ng/mL) (Sigma Aldrich
Co., St. Louis, U.S.A), diluted in DMEM prior to the assay, and then incubated for 24 or 48
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hours. Drug concentrations were selected from previous studies from the group, in human
granulosa cells (data not published).

Cell viability was estimated by measuring the rate of mitochondrial reduction of MTT
yellow tetrazolium salt (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- 2,5-diphenyltetrazolium bromide
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) to insoluble purple formazan crystals (28). After incubation
with CC and LET for 24 or 48 hours, culture media was removed, 100 uL of MTT solution (5
mg/mL) was added to each well, and the cells were incubated for four hours. Afterward, the
supernatant was removed and 100 uL of dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma Aldrich Co., St.
Louis, U.S.A) were added to each well, for solubilizing the formazan crystals. The optical
densities (OD) were measured with a spectrophotometer at 570 nm (VersaMax Microplate
Reader — Molecular Devices, San Jose, U.S.A). All samples (groups) were run in triplicate, in

at least three different experiments.

Analysis of cell cycle by propidium iodide (P1) DNA staining flow cytometry

Cell cycle status and quantification of DNA fragmentation (hypodiploid DNA-content)
were performed by propidium iodide (PI) staining according to Nicoletti et al., 1991 (29). A375
cells were seeded in 12-well culture plates (Sarstedt Ag & Co, Nimbrecht, Germany) at a
density of 70000 cells per well, treated with CC (CC1: 200 ng/mL; CC2: 2000 ng/mL) or LET
(LET1: 400 ng/mL; LET2: 4000 ng/mL) and incubated in a 5% CO_ humidified atmosphere at
37 °C for 24 h and 48 hours. As control, it was used A375 cells incubated with DMEM only.
Afterward, supernatant was collected and cells were centrifuged and resuspended in a hypotonic
fluorochrome solution — HFS (50 pg/mL Pl in 0.1% sodium citrate plus 0.1% Triton X-100).
Adhered cells were collected in a pool for each treatment condition, by trypsinization (Sigma
Aldrich Co., St. Louis, U.S.A), and then centrifuged, washed with sterile phosphate-buffered
saline (PBS) solution, and resuspended with 300 pL of HFS. Cells were incubated at 4 °C for
one hour in the dark. The PI fluorescence of 10000 individual nuclei was measured using a
FACScan flow cytometer (BD Biosciences, USA), through FACSDiva software (BD
Biosciences, USA). Data were analyzed using FlowJo software 7.5.5 (TreeStar Inc, CA). All

samples (groups) were run in triplicates in at least three different experiments.
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Wound healing assay (Scratch assay) for evaluation of cell migration

The cells were seeded in a 24-well culture plate (Sarstedt Ag & Co, Nimbrecht,
Germany) at a density of 170000 cells per well, in order to reach a 90% confluence after 24-
hour incubation. Following that, the monolayers were scratched once, using sterile 200 pl
micropipette tips, creating a cell-free gap at the bottom of each well (wound area) (30). Cell
media was aspirated, and the wells were washed with sterile PBS solution until all detached
cells were removed. They were then treated with CC (CC1: 200 ng/mL; CC2: 2000 ng/mL) or
LET (LET1: 400 ng/mL; LET2: 4000 ng/mL) solutions, diluted in DMEM (5% FBS) prior to
the assay. Control cells received only DMEM. Following the treatment, the wounds were
photographed at four different times (0, 2, 24 and 48 hours), under inverted microscope
(Wilovert Standard HF 20 — Hund Wetzlar, Wetzlar, Germany), using a 4X objective and a 16
Megapixel smartphone camera (ASUS Zenfone 3 Max). Finally, the width of the gaps was
measured in each image at two different spots by ImagelJ software (National Institute of Health,

U.S.A), for calculation of the mean percentage of wound opening.

RNA extraction, reverse transcription and real-time PCR (gPCR)

A375 cells were seeded in 12-well culture plates (Sarstedt Ag & Co, Nimbrecht,
Germany) at a density of 70.000 cells per well, and incubated for 24 hours prior treatment. They
were then treated with CC (CC1: 200 ng/mL; CC2: 2000 ng/mL) or LET (LET1: 400 ng/mL;
LET2: 4000 ng/mL) compounds diluted in DMEM prior to the test, and incubated for further
24 and 48 hours. Control cells received only DMEM.

After treatment, supernatants were transferred to microtubes and centrifuged in order to
recover any floating cells. The adhered cells were incubated for three minutes with 500 ul of
Trizol (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA) and the wells’ content was transferred to
microtubes for subsequent RNA extraction, which was carried out according manufacturer’s
guidelines, followed by RNA quantification (NanoDrop Lite - Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, USA).

For complementary DNA (cDNA) acquisition it was used 1000 ng of RNA, the M-MLV
Reverse Transcriptase kit (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA) and the reverse
primers (Table 1) for the target human genes S26 (housekeeping gene), NCAD, ECAD, BAX
and SOD2. gPCR was carried out from 50 ng cDNA samples, in QuantStudio 3 Real-time PCR
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System (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA) using the Power Sybr®Green Master
Mix Kit (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA).

gPCR amplification was based on the following experimental design: Stage 1: 50°C for
2 min; Stage 2: 95°C for 10 min; Stage 3: 40 cycles at 95°C for 15s and 58°C for 30s; Stage 4
(melt curve): 95°C for 15 s and 60°C for 1 min. The experiment was carried once, in triplicates
for each condition. The primers used for both reverse transcription (RT) and gPCR reactions

are described in Table 1.

Table 1. Primers sequences for RT and gPCR

. ) ] Amplicon | GenBank
Primers Foward primer (5°-3”) Reverse Primer (5°-3°) )

size access n°
NM_001

S26 TGTGCTTCCCAAGCTGTATGTGAAG | CGATTCCTGACTACTTTGCTGTGAA 75 bp 0293
NM_001
NCAD | GGACCGAGAATCACCAAATG CGTTCCTGTTCCACTCATAG 94 bp 308176.1
NM_001
ECAD | CCCTTCACAGCAGAACTAAC CACCTCTAAGGCCATCTTTG 108 bp 3171851
NM_ 138

BAX TCTACTTTGCCAGCAAACTGGTGC TGTCCAGCCCATGATGGTTCTGAT 80 bp 2653
NM_000

SOD2 | CCTACGTGAACAACCTGAAC GAAGAGCTATCTGGGCTGTA 84 bp 6364

gPCR data analysis

Gene expression was accessed by comparative CT method (CT mean for the target gene

— CT mean for the endogenous control), as the endogenous control (housekeeping gene S26)
was used to normalize gene expression and generate the ACT. The AACT (ACT sample - ACT
of the calibrator) was calculated and the 224 formula was applied to obtain relative expression
levels of each target gene (31).

Statistical analysis
All statistical data was obtained using GraphPad Prism software, version 5.0 (GraphPad

software, La Jolla, USA). The results were analyzed by One-Way ANOVA and Student’s T-

test. Differences were considered significant for a p-value inferior to 0.05 (p < 0.05).
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Results

A375 cell viability evaluation after treatment with CC and LET

Both CC and LET caused no cytotoxicity or significant effects on cell viability and MTT
metabolism, for the incubation period of 24 hours (Fig. 1). However, 48 hours after CC
treatment, it was noticed a significant increase (p < 0.01) and decrease (p < 0.0001) in cell
viability for the A375 cells treated with 200 ng/mL, and 2000 ng/mL of CC, respectively;
compared to control cells (Fig. 1). Cells treated with LET seemed to maintain a stable MTT
metabolism and viability from 24 to 48 hours of incubation with this drug, for all four

concentrations.

Effects of the CC and LET treatments on the A375 cell cycle

For cell cycle assessment (Fig. 2) as well as for the remaining tests, the two highest
concentrations of each drug were chosen according to MTT results. After 24 hours of
incubation, all treatments induced a significant increase (p < 0.0001) of the percentage of cells
on the G1 cell cycle phase, in comparison to control cells (Fig. 2A). At the same time, the
percentage of cells in S and G2 phases decreased (Fig. 2A). After 48 hours of treatment, the
cells incubated with LET continued to pause at the G1 phase, contributing for a significant
increase of the percentage of cells in this phase (Fig. 2B). This rise was for both LET1 (400
ng/mL) and LET2 (4000 ng/mL) treatments, but it was superior for LET2 (p < 0.001) than it
was for LET1 (p < 0.05) treated cells, compared to control. Also, for LET2, there was a
significant reduction of cell percentage in both S (p = 0.0039) and G2 (p < 0.0001) phases. As
for CC treated cells, for both concentrations there was a significant decrease in the percentage
of G1 cells, and an increase of cells in sub-G1 phase. These effects were greater after treatment

with CC2 (p <0.001) than it was for CC1 (p < 0.05), in comparison to control cells (Fig. 2B).

Evaluation of A375 cell line migratory potential after CC and LET treatment

A375 cells’ wound healing efficiency after CC and LET treatment was demonstrated in
Fig. 3. For CC1, LET1 and LET?2 treated cells, the wound opening reduced from 0 to 24h at a
higher pace than for control cells. However, for CC1 and LET2 the gap remained wider after

48 hours of treatment, compared to control. As for CC2, the wound opening began to decrease
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following 24 hours of treatment, but after 48 hours it became wider than it was right after the
monolayer scratch.

Modulation of gene expression by CC and LET on the A375 cell line

As demonstrated in Fig. 4, following the CC and LET treatment, mRNA expression was
assessed in A375 cell line for genes involved in epithelial-mesenchymal transition (EMT) such
as ECAD and NCAD, as well as in apoptosis (BAX) and mitochondrial oxidative stress (SOD2).
The gene expression was not significantly altered for ECAD by any of the treatment conditions
(Fig. 4A and E), alongside with NCAD expression after CC treatment, that remained similar to
control results (Fig. 4B). On the other hand, after treatment with LET there was a significant
decrease in NCAD mRNA expression (p < 0.05), noticeable for both 24 and 48 hours of
incubation with the drug (Fig. 4F).

BAX expression was reduced (p < 0.05) 24 hours after treatment with both CC
concentrations (Fig. 4C) and LET1 (Fig. 4G). This decrease persisted after 48h of treatment
with CC (p < 0.05), but a great increase in BAX mMRNA expression was found in cells treated
with LET2 for 48 hours (p < 0.001).

Lastly, SOD2 expression decreased in the first 24 hours following CC2 treatment, but
increased as an effect of a longer exposure to the drug (Fig. 4D) (p < 0.01). For LET treatment,
a rising expression of SOD2 occurred from 24 to 48 hours following incubation with the drug
in its highest concentration (Fig. 4H) (p <0.001).
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Figure 1. A375 melanoma cells viability following 24 and 48-hour treatments with four
concentrations of CC (A) and LET (B) solutions, assessed by MTT assay. Control cells received
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only culture media. LET treatment caused slight but not significant variations in cell viability,
for both incubation times. As for CC treatment, differences were found after 48 hours of
incubation with two of the highest drug concentrations, as demonstrated in (A) (**p < 0.01;
***pn < 0.0001). Values represent means of three experiments (each run in triplicates), with bars

representing standard deviation. Statistical significance was calculated by Student’s T-test.
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Figure 2. Effects of CC and LET treatment on A375 cell cycle following 24 hours (A) and 48
hours (B) of incubation (CC1: 200 ng/mL; CC2: 2000 ng/mL; LET1: 400 ng/mL; LET2: 4000
ng/mL), assessed by PI-flow cytometry. Control cells received only culture media. Values
represent means of three experiments (each run in triplicates), with bars representing standard

deviation.
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Figure 3. Wound healing assay for evaluation of CC e LET effects on A375 cells migratory
potential over time (CC1: 200 ng/mL; CC2: 2000 ng/mL; LET1: 400 ng/mL; LET2: 4000
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ng/mL). Control cells received only culture media. The wound gap closure was assessed under
inverted microscope over time, and photographed at 4X magnification. The yellow lines
highlight the edges of the gap (A). Values represent gap’s width mean percentage (wound
opening), with bars representing standard deviation (B). The experiment was carried out once
(statistical analysis was not possible).
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Figure 4. Expression of mMRNA for the target genes ECAD, NCAD, BAX and SOD2 in A375
cells following 24 and 48-hour treatment with CC (A to D) and LET (E to H) (CC1: 200 ng/mL;
CC2: 2000 ng/mL; LET1: 400 ng/mL; LET2: 4000 ng/mL). Control cells (CT) received only
culture media. Values represent means of one experiment run in triplicates, with bars

representing standard deviation. Statistical significance was calculated by One-way ANOVA
test. (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001)
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Discussion

Several studies have evaluated the relationship between fertility drugs and cancer,
including malignant melanoma (32-40). Nevertheless, the role of fertility drugs to induce COS,
in the pathogenesis of malignant melanoma in women, remains controversial. Moreover,
epidemiological studies are typically utilized with methodological limitations, and women who
undergo COS are part of a heterogeneous group with different causes of infertility, and
characteristics known to be independently associated with increased cancer risk, such as age,
family history, sun exposure habits, amongst others (41).

At this time, considering melanoma’s high lethality and rising incidence (1, 3), this
study is a pioneering work focusing on the in vitro effects of fertility drugs in human melanoma
cell line A375. After 24 and 48 hours of A375 cells treatment with CC and LET, it was
investigated the resulting impacts on: cell viability and metabolism; cell cycle profile; cell
migration; and mRNA expression of EMT markers, as well as targets of apoptosis related to
oxidative stress.

According to cell viability results, a lower concentration of CC (200 ng/mL) increased
A375 cells’ MTT metabolism, observed only with 48 hours. Conversely, a higher concentration
of CC (2000 ng/mL) decreased 80% of A375 cells’ viability 48 hours after treatment (Fig. 1A).
No changes in cells viability and MTT metabolism were observed at 24 hours. Such data
evidence that the effects triggered by CC compound in A375 cell viability and MTT metabolism
varies according to time of exposure and drug concentration. Since MTT reduction directly
depends on mitochondrial dehydrogenases activity (28), it is possible to infer that CC induces
dehydrogenase activity at a lower concentration, and contributes to this enzyme’s depletion and
to cytotoxicity at higher concentrations. Whereas LET treatment had no significant impacts on
A375 cells viability and metabolism in any of its tested concentrations, this suggests a superior
cell tolerance to this drug in comparison to CC.

Cell cycle changes are one of the mechanisms through which melanoma cells self-
control their proliferation rate, and it is intimately related to cancer progression. The cell cycle
is composed of two main steps: interphase and mitosis (M). Interphase is the longest of them
both, and it primarily divides into G1, S, and G2 phases, which are responsible for cell growth,
DNA replication, and protein/cell membrane synthesis, respectively. Through interphase, cells
duplicate their content and become prepared for division during mitosis (42-44).

Cell cycle control must be very accurate to guarantee correct proliferation, and this

occurs at checkpoints placed between the G1/S, G2/M, and M phases. Deregulation of the cell
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cycle’s refined control compromises proliferation restraint. The failure of proper cell content
checking can contribute to the origin of mutated and potentially malignant cells (5, 42).

In this work, CC and LET effects on cell cycle led, primarily, to a cycle stop at the G1
phase, probably at the first checkpoint previously described. This was observed after early
incubation (24 hours) with CC1 and CC2 (Fig. 2A) and from 24 to 48 hours of LET incubation
(Fig. 2A and B), indicating that cells paused their proliferation at an early interphase stage for
dealing with the impacts of these treatments. Following 48 hours of CC treatment, the cells
moved from G1 to sub-G1 phase, suggesting that the effect on cell proliferation by this drug
increased over time, compromising the effectiveness of cell repair mechanisms. DNA staining
at sib-G1 phase can indicate the fragmentation of this molecule, which is known to be correlated
to cell death after ionizing radiation therapy (45). This shows that CC treatment can be cytotoxic
for A375 cells after longer drug exposures (up to 48 hours), corroborating with the MTT
findings of reduced cell viability 48 hours after CC2 treatment. Additionally, the increase in
cell MTT metabolism after CC1 treatment might have been an indicator of higher metabolic
activity due to cell cycle repair.

The impacts on cell migration demonstrated in this study seemed to be somehow
harmful to all test concentrations after a more prolonged drug exposure, except for LET1, which
induced cell migration and consistently contributed to wound healing over time (Fig. 3). On the
other hand, 24-hour treatments with CC1 and LET2 have induced cell migration, noticed as
more efficient wound closure than control; but this was reversed after 48 hours of exposure
since the wound gaps started to shorten at a slower pace. As for CC2 treated cells, their
migration ability was compromised from the start leading to inefficient gap closure and wound
widening after 48 hours of incubation with the drug (Fig. 3).

By correlating these to cell cycle and viability findings, it can be suggested that LET
treatment led to a steadier cell metabolism and migration profile since its impacts on the cell
cycle were lighter and kept cells paused at the G1 phase. For CC, the effects on cell cycle,
viability, and migration started to get worse after longer exposures to this compound, and drug
concentration was also a key feature to the extent of the observed impacts.

Gene expression results helped to comprehend further some of the impacts of these
drugs on essential aspects of cancer cell aggressiveness: EMT, apoptosis, and mitochondrial
oxidative stress. EMT is a process that marks the transformation from cancer cells' epithelial
phenotype to a mesenchymal one, allowing their detachment from each other and the
extracellular matrix (ECM) and their free motion throughout the tissue and its surroundings

(46). Changes in cell phenotype can be indicated by altered gene expression of specific adhesion
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molecules such as cadherins. Up-regulation of ECAD results in a better cell-ECM adhesion,
and thus, a less aggressive behavior; and higher NCAD expression gives to the cells a
mesenchymal phenotype known for its greater motility and ability to navigate easily throughout
the tissue, leading to a higher risk of metastasis (47).

For the incubation time investigated in this study, it was possible to detect a decrease in
NCAD expression after LET treatment for both drug concentrations (Fig. 4F). Considering the
known metastatic potential for the A375 cell line, this could indicate a protective effect of LET
in A375 human melanoma cell line, by reducing the cell's potential of moving throughout the
stroma and causing new metastasis.

Apoptosis evasion is one of the hallmarks of cancer (5), and extracellular or intracellular
stimuli can induce this type of cell death. Mitochondrial stress and loss of homeostasis are
responsible for a mitochondrial pathway that can lead to apoptosis by an intricate interaction
between oxidative stress and the BCL-2 protein family (48). In this work, we investigated the
expression of BAX, which encodes a pro-apoptotic protein from the BCL-2 family (48) as well
as SOD2, which plays an essential role against oxidative stress by encoding the mitochondrial
enzyme superoxide dismutase (MnSOD) (49) that inactivates reactive oxygen species (ROS)
(50).

We found out that CC treatment reduced SOD2 expression in the majority of
investigated scenarios, except for the condition that proved to be the most cytotoxic one: CC2
incubation for 48 hours (Fig. 4D), resulting in SOD2 up-regulation. Regarding BAX expression
after CC treatment, it was significantly reduced by CC2 from 24 to 48 hours of incubation. The
decrease in SOD2 expression impairs cell protection against oxidative stress, suggesting that
CC treated cells could have become more susceptible to it. On the other hand, an interesting
result was observed for CC2 treated cells, which had a SOD2 up-regulation (Fig. 4D)
concomitantly with BAX down-regulation (Fig. 4C). This indicates an attempt of cell resistance
to the mitochondrial oxidative stress caused by the treatment that could have worked by
preventing cells from proceed to apoptosis through the intrinsic pathway in which BAX
participates.

Following LET treatment, SOD2 expression mostly increased (Fig. 4H), indicating that
this treatment might have caused mitochondrial oxidative stress in the cells. Its effects could
have protected them through MnSOD activity. This must-have especially occurred 48 hours
after LET1 and LET2 incubation since they led to BAX up-regulation. Considering that there

were no indicative results of significant cell cytotoxicity by this treatment in the previous assays
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(MTT, mainly), it is possible to infer that the A375 cells treated with LET resisted this drug’s
effects by successfully managing the cellular stress caused by it.

Lastly, shreds of evidence demonstrate that MnSOD overexpression suppresses
tumorigenicity of human melanoma cells (51), which combined with the overall results of the
present study, can support the suggestion that both CC and LET treatments, in the conditions
carried out in this work, did not increase the malignant potential of A375 human melanoma cell
line in vitro; contributing, in fact, for decreasing some of their malignant features. This is a
positive outcome for IVF patients. Still, it is essential to highlight that further studies must have
been conducted including other melanoma cell lines and new targets of cancer cell
aggressiveness, as well as distinct tests for evaluation of cell migration and reactive oxygen
species production, for instance.

As future perspectives for this work, we plan on: investigate gene expression of the
CASP3 and CASP9 apoptotic genes, along with EMT involved gene ZEB1, for deepening the
comprehension of these processes after CC and LET treatment; performing the wound healing
assay in the presence of an anti-mitotic compound; and evaluating invasive cell potential by
transwell migration assay.

In conclusion, the results of the present study demonstrated a positive in vitro effect of
both CC e LET against aspects involved in melanoma cell aggressiveness. Since these drugs
are commonly used for COS, these findings enhance our current understanding on the IVF-
melanoma association and can be used to support a safer decision making regarding treatment

protocols for IVF patients.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

A associacdo entre o protocolo de EOC e o desenvolvimento de neoplasias vem sendo levantada
e descrita na literatura ja ha algum tempo, majoritariamente por meio de estudos
epidemiologicos de carater observacional. Para 0 melanoma, ha evidéncias demonstrando que
a EOC pode contribuir para o aumento do risco de desenvolvimento desta neoplasia, mas
também ha trabalhos que indicam que esta associacao € inexistente. Entretanto, a lacuna para
estudos experimentais acerca da influéncia da EOC no desenvolvimento neoplésico, continua
aberta para a grande maioria das neoplasias, incluindo o melanoma. A importancia desses
estudos neste contexto, esta atrelada ao fato de que os resultados gerados por eles podem ter
grande impacto na compreensdo de como essa relacdo ocorre e se existe, de fato, alguma

associagéo entre tais eventos.

Dessa forma, este trabalho mostrou-se pioneiro na investigacdo dos efeitos in vitro no
melanoma humano de dois dos farmacos que sdo frequentemente utilizados na inducdo de
ovulagéo e tratamento da infertilidade: o citrato de clomifeno (CC) e o letrozol (LET). A
influéncia do tratamento com esses compostos foi avaliada na linhagem celular A375 de
melanoma humano, imortalizada a partir do tumor primario de uma paciente de 54 anos de
idade, e do sexo feminino. Aspectos como viabilidade e metabolismo celular foram incialmente
avaliados por meio da incubacdo das células com quatro concentragdes crescentes das drogas
e, posteriormente, os efeitos das duas maiores concentracdes de cada composto foram avaliados
sobre o ciclo celular, o perfil migratério e a expressdo génica de alvos associados a uma maior

agressividade celular.

Foram observados efeitos celulares mais pronunciados decorrentes do tratamento com o CC, o
qual levou a uma reducdo de 80% na viabilidade celular 48 horas ap6s o tratamento com a
concentracdo de 2000 ng/mL. Além disso, demonstramos que o composto induziu uma parada
inicial na fase G1 do ciclo celular 24h ap6s o tratamento; o que evoluiu para uma parada em
sub-G1 apds um tempo de incubacéo superior (48h) com este composto. Esses dados indicaram
uma citotoxicidade inerente ao CC sobre a linhagem celular estudada, a qual teve sua
viabilidade reduzida e potenciais danos ao processo de replicagédo celular evidenciados pelo
ensaio do MTT e pela avaliacdo do ciclo celular, respectivamente. Houve também um

indicativo de que o tratamento mais prolongado com o CC em sua maior concentracéo,
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comprometeu a capacidade migratoria das células no ensaio de cicatrizacdo de feridas, tendo
sido observado, nestas condic¢des, um evidente alargamento da ferida, que se tornou maior do

que no tempo Oh.

Ademais, apds 48h de incubag¢do com 2000 ng/mL de CC, houve uma redugdo na expressao de
BAX com aumento na expressdo de SOD2, indicando potencial resisténcia celular a apoptose
por meio da acao anti-oxidante da enzima superoxido dismutase, codificada por este gene. Com
relacdo a expressdo das caderinas (NCAD e ECAD), ndo foram observadas diferencas
significativas induzidas pelo tratamento com o CC, o que pode sugerir que essa droga ndo atua
ou favorece a transicdo epitélio-mesenquimal através da modulacdo da expressao desses genes

alvos, importantes para este processo.

Com relagdo ao tratamento com o LET, demonstramos que ele ndo induziu alteracGes
significativas na viabilidade celular, além de promover uma parada duradoura (até 48h) do ciclo
celular na fase G1; o que indicou uma tolerancia celular maior a esse composto. Seu impacto
na migracdo celular ndo foi muito notdrio nas primeiras 24 horas, uma vez que, as células
apresentaram um perfil migratorio similar ao controle ap6s esse tempo de tratamento. Porém,
apos 48 horas de incubacdo, foi observado uma tendéncia ao atraso na migracdo, evidenciado
pela presenca de uma ferida ligeiramente mais larga no poco tratado, em relagdo ao controle.

Por outro lado, o LET regulou negativamente a expressdo de NCAD ap06s 24h e 48h de
incubacdo com ambas as concentracdes testadas. Além disso, essa droga induziu um aumento
na expressao de BAX ap6s 48h de tratamento com a maior concentracdo; e de SOD2 tanto 24h
guanto 48h apos o tratamento, sendo esse aumento significativo para a menor concentracdo
testada apenas para o periodo de 48h. A reducdo na expressao da NCAD pode estar associada a
perda do fendtipo celular mesequimal, uma vez que essa caderina é expressa por células desta
natureza. A perda de expressdo da ECAD e ganho de expressdao da NCAD é um dos fatores
associados a transicao epitélio-mesenquimal, durante a qual as células ganham a habilidade de
deslocar-se do seu sitio primario e migrar pelo estroma subjacente, o que contribui para a
invasdo e metastizagdo do melanoma. Dessa forma, uma reducéo na expressdo da NCAD pode
ser interpretada como um indicativo de abrandamento do perfil invasor das celulas A375 e, por

consequéncia, como um potencial enfraquecimento de sua agressividade.
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O aumento na expressdo de BAX e SOD2 demonstrou que o tratamento com o LET
possivelmente desencadeou estresse oxidativo nas células A375. Sabe-se que 0 estresse
oxidativo mediado por ROS é um importante ativadores da proteina p53, fator de transcrigcdo
que regula a expressdo positiva de BAX como agente pro-apoptético nas vias mitocondriais da
apoptose. No entanto, 0 aumento da expressdo de SOD2, indica uma resposta celular ao estresse
oxidativo mitocondrial, como uma tentativa de proteger as células da morte celular por apoptose
(YE et al., 2010). Isso corrobora com os achados de viabilidade e ciclo celular, os quais néo

demonstraram indicios de citotoxicidade significativa causada por esse composto.

Sendo assim, os resultados deste trabalho sugerem que ambos os tratamentos com CC e LET,
nas condicdes testadas, ndo demonstraram um efeito pré-tumoral na linhagem A375 de
melanoma humano; contribuindo, na verdade, para a reducao de algumas de suas caracteristicas
de malignidade, sendo o efeito do CC mais pronunciado do que o do LET. Esses dados podem
ser bastante positivos para as pacientes que passam por protocolos de EOC, entretanto, devem

ser avaliados com a devida cautela e considerando as limita¢6es do estudo.

Os testes foram realizados em uma Unica linhagem celular, proveniente de uma Unica paciente.
Isso, atrelado ao fato de 0 melanoma ser uma neoplasia extremamente heterogénea, limita a
extrapolacéo e generalizagéo dos efeitos do CC e do LET, observados neste trabalho, para todas
as outras linhagens de melanoma ou para 0 melanoma in vivo. Para tanto, mais testes devem ser
realizados para avaliar o impacto do CC e do LET em outras linhagens celulares de melanoma,
em células controle ndo neoplésicas, assim como no melanoma in vivo; o que embasaria a

construcdo de conclusfes mais sélidas sobre a relagcdo dessas drogas com esse tipo de cancer.

Como perspectivas futuras para este trabalho, estdo a investiga¢do (na linhagem A375) da
expressdo génica de outros alvos associados a apoptose, como CASP3 e CASP9; além da
avaliacdo da expressdo de ZEB1, para melhor compreensédo do papel dessas drogas na transigéo
epitélio-mesenquimal. Outrossim, planejamos investigar a capacidade invasiva dessas células
através do ensaio de invasdo transwell, e confirmar os impactos desses compostos no potencial
celular migratorio por meio do ensaio de cicatrizacdo de feridas na presenca de um composto

inibidor de proliferacdo.
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