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RESUMO

CMS2 é uma subfracdo proteolitica derivada do latex de Vasconcellea
cundinamarcensis, que mostra atividade antimetastatica sobre modelos murinos de
carcinoma de mama, célon e melanoma. Estudos prévios, in vitro, mostraram um
aumento da fragmentacdo do DNA, diminuicdo da adesdo e da invasividade de
células tumorais expostas a fracdo. O objetivo deste estudo foi investigar
mecanismos celulares e moleculares envolvidos a atividade antitumoral e
antimetastatica da subfracdo CMS2, utilizando a linhagem celular de melanoma
B16F10. Para isso, determinou-se a concentracao citotoxica da subfracdo, que
corresponde a 10 ug/mL. Posteriormente, as células B16F10 foram expostas a
CMS2 (1-10 ug/mL) por 2 a 8 dias e, em seguida, foram retiradas da presenca da
subfracdo. Primeiramente, a analise da viabilidade celular mostrou uma reducéo
méxima de 14% nas células previamente expostas a CMS2. Sabendo-se que a
melanogénese pode influenciar o comportamento de células de melanoma, avaliou-
se a sintese de melanina e observou-se um aumento no contetdo de melanina, que
foi maior no periodo de 6 dias (73 e 96%, respectivamente). Isso foi acompanhado
pelo estimulo da atividade de tirosinase. Uma vez observado que o efeito maximo de
CMS2 sobre a viabilidade celular e a melanogénese ocorreu, apds 6 dias de
exposicdo e, principalmente, nas concentragdes de 5 e 10 yg/mL, estes parametros
foram utilizados para o seguimento deste estudo. No proOXimo passo, constatou-se
uma menor expressdo protéica do Fator de Transcricdo associado a Microftalmia
(MITF) nas células tratadas, além disso, os niveis de expressdo do mRNA para as
enzimas Tirosinase, TYRP-1 e -2 néo foram alterados. Embora MITF seja associado
a melanogénese, é descrito um papel dual para este fator, que em niveis elevados
favorece a proliferagdo e sobrevivéncia celular, o que pode justificar a sua menor
expressao neste estudo. Ao avaliar a influéncia de CMS2 sobre a morfologia de
B1610, observou-se que a subfracao induziu a formacéo de dendritos celulares, que
condiz com o estimulo da melanogénese nestas células. E sabido que a
melanogénese pode inibir a proliferagédo celular, por isso, realizou-se a andlise do
ciclo celular, que mostrou a parada das células expostas a CMS2 na fase G1, sem
induzir aumento no contetdo de DNA subdipldide. Contudo, ndo foram observadas
diferencas na atividade de B-galactosidase e na expressdo de p53, enquanto a
expressdo de p21 foi reduzida em 92% nas células tratadas, mostrando que as
células ndo estdo senescentes. Ao investigar eventos do desenvolvimento tumoral,
constatou-se que CMS2 reduziu a migracdo e invasao celular, além de inibir a
formacéo de coldnias in vitro. Estes efeitos séo relacionados a menor ativacdo das
vias de sinalizagdo das MAPKs (ERK1/2 e p38) e da AKT, também observada
nestas células. Além disso, a subfracdo inibiu a expressdo da molécula de adeséao
N-caderina. Por fim, em modelo in vivo, as células pré-expostas a CMS2
apresentaram menor capacidade de colonizacdo pulmonar. Portanto, estes dados
em conjunto, mostram que CMS2 interfere no desenvolvimento tumoral, induzindo
um fenotipo menos agressivo nas células B16F10. Isso pode explicar a atividade
antimetastatica ja descrita para a subfracdo e contribuir para a fundamentacédo da
sua potencial utilizacdo no tratamento do cancer.

Palavras-chave: Vasconcellea cundinamarcensis, fracdo proteolitica CMS2,
melanoma, antitumoral/antimetastatico



ABSTRACT

CMS2 is a proteolytic subfraction from the latex of Vasconcellea cundinamarcensis,
which shows antimetastatic activity on murine models of colon carcinoma and
melanoma. Previous in vitro studies showed increased DNA fragmentation,
decreased adhesion and cellular invasiveness of tumor cells exposed to the fraction.
The aim of this study was to investigate cellular and molecular mechanisms involved
in the antitumor and antimetastase activity of the CMS2 subfraction, using the
B16F10 melanoma cell line. For this, the cytotoxic concentration of the subfraction,
which corresponds to 10 ug/mL, was determined. Subsequently, B16F10 cells were
exposed to CMS2 (1-10 pg/mL) for 2 to 8 days and then removed from the presence
of the subfraction. First, the cell viability analysis showed a maximum reduction of
14% in cells previously exposed to CMS2. The melanogenesis may influence the
behavior of melanoma cells, therefore melanin synthesis by cells exposed to
subfraction has been evaluated. It was observed that CMS2 5 or 10 pg / mL
promoted an increase in melanin content, which was higher in the 6-day period (73
and 96%, respectively) and was accompanied by the stimulation of tyrosinase
activity. Thus, it was observed that the maximum effect of CMS2 on cell viability and
melanogenesis occurred after 6 days of exposure and, mainly, at concentrations of 5
and 10 pg / mL, therefore, these parameters were used for the sequence of this
study. In the next step, we observe a lower protein expression of the Transcription
Factor associated with Microphthalmia (MITF) in the treated cells, in addition, the
levels of mMRNA expression for the enzymes Tyrosinase, TYRP-1 and -2 were not
altered. Although MITF is associated with melanogenesis, a dual role is described for
this factor, which at high levels favors cell proliferation and survival, which may justify
its lower expression. When assessing the influence of CMS2 on the morphology of
B1610, we observed that subfraction induced the formation of cellular dendrites,
which agrees with the stimulation of melanogenesis in these cells. The
melanogenesis may inhibit cell proliferation, therefore, cell cycle analysis was
performed. We observed the induction of cell cycle arrest in the G1 phase by CMS2,
without inducing increase in the content of subdiploid DNA. However, no differences
in B-galactosidase activity and p53 expression were observed, while p21 expression
was reduced by 92% in the treated cells, showing that the cells are not senescent.
When investigating events of the tumor development, it was verified that CMS2
reduced the migration and cellular invasion, besides inhibiting the formation of
colonies in vitro. These effects are related to less activation of the signaling pathways
of MAPKs (ERK1 / 2 and p38) and AKT. In addition, subfraction inhibited the
expression of the N-cadherin adhesion molecule. Finally, in the in vivo model, the
cells exposed to CMS2 presented lower capacity of lung colonization in relation to
the control cells. In conclusion, we observed that CMS2 interferes in tumor
development, inducing a less aggressive phenotype in B16F10 cells. This may
explain the antimetastase activity already described for subfraction and contribute to
justify its potential use in the treatment of cancer.

Keywords: Vasconcellea cundinamarcensis, proteolytic fraction CMS2, melanoma,
antitumor/antimetastatic
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1 INTRODUCAO

1.1 A espécie Vasconcellea cundinamarcensis

A espécie Vasconcellea cundinamarcensis, sinonimia Carica candamarcensis,
€ um membro da familia Caricaceae. Trata-se de uma planta nativa da América do
Sul (ilustracdo 1), encontrada principalmente na regido Andina, a qual se estende do
Panama até o Chile. Seu habitat € predominantemente em altitudes superiores a
1000 metros, sendo popularmente conhecida como “‘mamao da montanha”
(Walraevens et al., 1999).

A planta apresenta um tronco grosso geralmente ramificado (ilustracdo 1 A),
medindo até 10 m de altura e contém uma coroa compacta de folhas na sua parte
terminal ou nas extremidades das ramificagfes. Seu fruto é elipséide, de coloracdo
amarelada, quando maduro (ilustracdo 1 C), possui cinco depressodes largas e
longitudinais, mede de 5 a 15 cm de comprimento e contém uma polpa delgada,
aguosa e aromatica, que somente pode ser consumida apdés o cozimento (Leon,
1987).

llustracdo 1: Vasconcellea cundinamarcensis. A-Inflorescéncias; B- Frutos
imaturos e maduros; C- Fruto maduro. Fonte: Ecocrop.fac.org e
fruitipedia.com. Acesso: 30/05/18.
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As proteases que compdem o latex de V. cundinamarcensis tém sido objeto
de estudo do nosso grupo de pesquisa sob diferentes aspectos, que se sobrepdem,
em diferentes etapas desse estudo. A seguir serdo descritos os achados de maior

interesse para o presente trabalho.

1.1.1 Caracterizacao bioguimica de proteases do latex de V. cundinamarcensis

A partir de incisbes no epicarpo de frutos imaturos, pode ser obtido o latex,
que € rico em carboidratos, vitaminas e peptideos de baixo peso molecular, além de
enzimas do grupo das cisteino proteases. Essas proteases possuem uma cisteina
no sitio ativo e seu mecanismo de catalise envolve a participacdo de um grupamento
tidlico. A familia de cisteino proteases Cl1 € a mais numerosa familia destas
proteases e compreende as enzimas semelhantes estruturalmente a papaina, obtida
de C. papaya. (Baeza et al., 1990).

Pela separacdao cromatografica do latex de V. cundinamarcensis em coluna
Sephadex G10, sao obtidos dos picos bem definidos, denominados P1G10 e P2G10
(Apéndice A). A primeira fracdo é rica em cisteino-proteases com atividade
proteolitica, cerca de seis vezes superior as proteases de Carica papaya, enquanto
P2G10 apresenta niveis insignificantes desta atividade (Bravo et al., 1994; Silva et
al., 2003).

Em um passo subsequente, a fracdo P1G10 quando submetida a purificacao
em coluna de troca ibnica CM-Sephadex C-25, origina trés picos denominados
CMS1 a CMS3 (Apéndice A). A subfracdo CMS1 apresenta caracteristica mais
basica e atividade proteolitica maior, seguida por CMS2 que € mais acida com
moderada atividade proteolitica. Na maioria dos processos cromatograficos
realizados, o pico da subfragdo CMS3 aparece como um “ombro” do pico de CMS2.
As subfracbes CMS1 e CMS2 ao serem submetidas a purificagdo em coluna de
troca cationica Mono-S Sepharose, origina 3 (CMS1MS1-3) e 5 proteases
(CMS2MS1-5), respectivamente (Apéndice A) (Teixeira et al., 2008).
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1.1.2 Atividade antitumoral e antimetastatica de proteases de V.

cundinamarcensis

Ha algum tempo, enzimas proteoliticas como as serino-proteases, tripsina e
quimiotripsina, as cisteino-proteases, como bromelina, fastuosaina e papaina, vem
sendo utilizadas em estudos pré-clinicos e clinicos e comprovados a sua importancia
como supressores tumorigénicos, reduzindo a disseminacdo metastatica e
aumentando o tempo de sobrevida (Gerard, 1972; Leipner & Saller, 2000;
Guimaraes-Ferreira et al., 2007; Muller et al., 2016). Reconhecendo a importancia da
pesquisa dos potenciais terapéuticos de proteases, nosso grupo de pesquisa,
também, vem estudando as atividades antitumoral e antimetastica das cisteino
proteases do latex de V. cundinamarcensis, que serdo detalhadas a seguir.

A fracdo P1G10 mostrou efeito antitumoral e antimetastatico em diferentes
modelos murinos. Em animais portadores de tumor ascitico de Ehrlich e tratados
com P1G10 na dose de 5 mg/kg, observou-se a diminuicdo da celularidade tumoral
presente no liquido ascitico, assim como uma reducdo dos niveis de TNF-q,
sugerindo uma acédo anti-inflamatéria para a fracdo, sendo essa hipétese reforcada
pelo aumento da fracdo ativa do TGF- (Viana, 2010). Ja foi descrita, também, a
atividade antitumoral de P1G10 sobre o modelo de carcinoma de mama 4T1. Nesse
modelo a atividade antitumoral de P1G10 (5 mg/kg) foi atribuida a reducdo do
namero de leucdcitos aderidos a vasos tumorais e dos niveis intratumorais de
citocinas pro-inflamatorias e angiogénicas. Além disso, a exposicdo de macrofagos a
P1G10 promoveu a ativacdo e o aumento da citotoxicidade desses sobre células
tumorais 4T1 (Braga, 2013). Em outro modelo tumoral de melanoma B16F1 foi
observada a reducdo da massa do tumor e dos niveis de VEGF, na mesma dose
anteriormente utilizada nos outros modelos animais, sugerindo uma acao
antiangiogénica de P1G10. Além disso, verificou-se 0 aumento da sobrevida dos
animais tratados em relacéo aos controles (Dittz et al., 2015).

As subfracbes obtidas da purificacdo de P1G10, CMS1 e CMS2, também,
foram avaliadas quanto a sua atividade antitumoral e antimetastética frente a
modelos murinos. No modelo de carcinoma mamario 4T1, apenas CMS2 (0,3 - 3,0
mg/kg) reduziu o peso dos tumores e 0 nimero de metastases pulmonares e este

efeito foi atribuido, principalmente, & modulacdo por CMS2 da atividade de
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macrofagos associados a tumores (Braga, 2017). Em animais portadores de
melanoma metastéatico B16F10 e de carcinoma de colon CT26.WT a fracdo CMS2 (5
mg/kg) promoveu a reducdo do numero e ocorréncia de metastases pulmonares e
hepéticas, respectivamente, da mesma forma que o observado para P1G10 (Dittz,
2011).

Estudos in vitro realizados com células tumorais e metastaticas mostraram
gue a atividade de inibicao do desenvolvimento tumoral das fragcbes P1G10 e CMS2,
(100pg/mL), pode estar relacionada a uma agao direta sobre as células, promovendo
um aumento da fragmentacdo de DNA, sendo 0 mecanismo de morte por uma via
dependente de caspases. Foi mostrado, também, que P1G10 promove uma
diminuicdo da adeséo e da invasividade celular (Dittz, 2011; Dittz et al., 2015). Outro
estudo mostrou por meio de analise protedmica de lisados celulares de B16F10 e da
linhagem de melandcitos murinos, Melan-a, que o tratamento com CMS2 (10 pg/mL,
por 24h) reverteu a expressao das proteinas Nucleofosmina 1; Proteina de choque
térmico 65, Proteina ligante a calciclina e Fator de iniciacdo da traducao eucaridtica
4H, em B16F10, para niveis proximos aos da linhagem Melan-a. Estas proteinas
participam da proliferacdo, sobrevivéncia, invasao e da migragcao celular, o que esta
de acordo aos efeitos celulares ja mostrados para CMS2 (Lemos et al., 2018).

As cinco proteases obtidas da purificacdo da fragdo CMS2 (CMS2MS1-5), ja
foram avaliadas, quanto aos seus efeitos sobre a adesdo e morte de células
B16F10. Dentre essas, CMS2MS3 apresentou o melhor efeito citotoxico e
capacidade de reduzir a adesdo, mediada pelas subunidades o4, a5 e B1 de
integrinas (Dittz, 2015).

Em vista dessas propriedades farmacoldgicas das fracGes proteoliticas de V.
cundinamarcensis e, também, da sua atividade reparadora tecidual foram realizados
estudos farmacocinéticos e toxicologicos de P1G10. Para a avaliacdo
farmacocinética a fracdo foi marcada com o isétopo radioativo °°"Tc e em
camundongos Swiss tratados com a fracdo (1 mg/kg) por via endovenosa (e.v.) ou
subcuténea (s.c.), observou-se maior acimulo de P1G10 em érgéos relacionados a
metabolizacdo e excrecdo de farmacos, como o figado, rim e bexiga. Assim, por via
s.c. a biodisponibilidade foi de aproximadamente 100%. Ja quando a fracdo foi
administrada por via oral apresentou baixa biodisponibilidade (8,3%), com maior
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retencdo de P1G10 nos 6rgédos do trato gastrintestinal, o que se correlaciona com a
natureza protéica da fracdo (Lemos, et al., 2016).

Estudos pré-clinicos de toxicologia aguda de P1G10 foram realizados em
camundongos e mostraram que para as vias intravenosa (i.v.) e s.c., doses < 20
mg/kg e para a via oral (p.o.) doses <300 mg/kg, ndo séao letais, apds administracéo
de dose Unica da fracdo (Lemos et al.,, 2016). JA em estudos toxicolégicos
subcrdnicos realizados durante 90 dias em ratos, utilizando administracdo oral de
P1G10 (0-300 mg/kg/dia) s6 se observou o aparecimento de sinais toxicos para a
dose de 300 mg/kg (Salas et al., 2010). Isso demonstra a baixa toxicidade de P1G10
por via sistémica, sugerindo que estudos pré-clinicos e clinicos possam ser
realizados com seguranca.

Diante dos resultados promissores obtidos pelo nosso grupo de pesquisa,
utilizando células de melanoma e, também, devido a necessidade de serem
avaliados outros aspectos da atividade antitumoral e antimestastatica das proteases
de V. cundinamarcensis, neste estudo, decidimos utilizar o modelo de melanoma
B16F10.

1.2 Aspectos celulares e moleculares do melanoma

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de cem doencas, que se
desenvolvem a partir de varias etapas, tendo em comum o crescimento anormal de
clones celulares que invadem os tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se pelo corpo,
originando as metastases (Cooper, 2000). No mundo, o cancer de pele é o mais
comum, apesar do melanoma ser o tipo de cancer de pele menos prevalente é
responsavel por 80% das mortes relacionadas a estes canceres, devido a sua
agressividade e resisténcia as terapias disponiveis (Park et al., 2014; INCA, 2018).
O desenvolvimento do melanoma estd associado a varios fatores de risco
ambientais e/ou genéticos, que levam a gradual transformacdo dos melandcitos
(Chin, 2003). Por isso, para o melhor entendimento sobre o desenvolvimento deste
cancer, se faz necessario o conhecimento sobre a biologia das células parentais do

melanoma, os melandécitos.
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1.2.1 A biologia dos melanécitos e a biossintese da melanina

Os melandcitos sdo células especializadas encontradas em humanos na
epiderme, foliculos pilosos e nos olhos, enquanto, em murinos sdo encontrados
apenas nos foliculos pilosos e sao responsaveis pela sintese da melanina (Tsatmali
et al., 2002). Essa linhagem deriva de células precursoras indiferenciadas,
denominadas melanoblastos, que se originam de uma populacdo de células
embriondrias da crista neural (Bertolotto, 2013). Na pele, os melandécitos estao
localizados na camada basal da epiderme e tem a sua homeostase regulada pelos
gueratindcitos, que em resposta a radiacdo ultravioleta (UV) secretam fatores que
regulam a sobrevivéncia, diferenciacéo, proliferacdo e motilidade dos melandcitos,
além de estimular a producao de melanina (Gray-Schopfer et al., 2007).

A biossintese da melanina pelos melandcitos ocorre dentro de organelas
semelhantes aos lisossomos, denominadas como melanossomos (Lai et al., 2017).
Os melandcitos formam prolongamentos dendriticos, que se ramificam entre os
queratinécitos adjacentes, sendo utilizados para a transferéncia dos melanossomos
(Tsatmali et al., 2002). Assim, o melandcito transfere a melanina para o0s
queratinécitos, onde o pigmento determina a cor da pele e tém um papel
fundamental na protecao contra os efeitos nocivos da radiagcdo UV e na prevencgéo
do cancer de pele (Gray-Schopfer et al., 2007).

Existem dois tipos quimicamente distintos de melanina: eumelanina e
feomelanina (Kondo & Hearing, 2011). A etapa inicial da sintese da melanina é
comum nas vias eu- e feomelanogénicas, sendo dependente da atividade da
tirosinase (Lin & Fisher, 2007). Primeiramente, ocorre a hidroxilagdo da L-tirosina
para L-DOPA (L-diidroxifenilalanina), que sera oxidada a dopaquinona (Slominski et
al., 2004). A tirosinase também pode ter a L-DOPA como substrato, gerando o
mesmo produto, dopaquinona (Tolleson, 2005). Essa é a etapa principal durante a
sintese da melanina, sendo que o restante das reacdes pode ocorrer
espontaneamente em pH fisiolégico (Pillaiyar et al., 2015).

Apés a formacdo da dopaquinona a via de sintese da melanina, divide-se na
formacdo da eu- e da feomelanina (Gilloro & Olsson, 2011). Para a sintese da
eumelanina, a dopaquinona passa por uma reacgao intramolecular, com a adi¢cdo do

grupo amino ao seu (grupo aromatico, gerando o leucodopacromo. O
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leucodopacromo reage com a dopaquinona, originando, entdo, o dopacromo. Esse
produto se decompde gradualmente, para gerar DHI (di-hidroxiindole) e, em niveis
menores, pela acdo da enzima TYRP2 (Proteina Relacionada a Tirosinase-2), se
forma o DHICA (&cido di-hidroxiindole-2-carboxilico) (Pillaiyar et al., 2015). Por
ultimo, o DHICA sofre oxidacdo pela TYRP-1 (Proteina Relacionada a Tirosinase-1)
em murinos ou pela tirosinase em humanos (Lai et al., 2017). ApGs a polimerizacao
dos produtos, obtém-se a eumelanina, que apresenta coloracdo marrom a preta
(Slominski et al., 2004). Por outro lado, a formagédo da feomelanina é dependente da
presenca de grupos tidis, como glutationa e cisteina (Lin & Fisher, 2007). Nessa via,
a dopaquinona € conjugada aos tidis para produzir 2-S-cisteinildopa, 5-S-
cisteinildopa que é o produto principal, e a glutationildopa (Slominski et al., 2004;
Pillaiyar et al., 2015). Esses produtos sofrem oxidacdo e geram intermediarios
benzotiazinas, que apds polimerizacdo originam a feomelanina (Pillaiyar et al.,
2015), que exibe uma coloracdo vermelha ou amarela (Slominski et al., 2004). O tipo
de melanina a ser produzida depende da funcdo das enzimas melanogénicas e da
disponibilidade de substratos (Yamaguchi et al., 2007).

A biossintese da melanina é regulada através de uma série de vias de
sinalizacao intracelulares associadas as enzimas Tirosinase, TYRP-1 e TYRP-2. As
vias mais comumente envolvidas nesta regulacédo envolvem o Fator de Transcricdo
associado a Microftalmia (MITF) (Pillaiyar et al., 2015).

Na via de sinalizagcdo dependente de AMPc, o hormonio estimulador de
melanécito a (a-MSH) regula a melanogénese ao se ligar ao Receptor de
Melanocortina 1 (MC1R). Desse modo, promove a ativagao da adenilato ciclase, que
aumenta os niveis intracelulares de cAMP e ativa a PKA, a qual promove a
fosforilacdo de CREB que entdo, ativa a expressao génica de MITF. Esse fator de
transcricdo faz a regulacdo de genes codificadores das proteinas relacionadas a
melanogénese (Lin & Fisher, 2007). Outra cascata de sinalizacdo que também
direciona a expressdo génica de MITF envolve a glicoproteina Wnt. Nessa via, a
WNT, liga-se ao receptor Frizzled (Fz) e leva a inativagcdo da enzima glicogénio
sintase quinase-3 B (GSK-3 B), seguido pelo acumulo de B-catenina citoplasmatica e
sua translocacdo para o nucleo, onde promove o aumento da expressao génica de
MITF (Pillaiyar et al., 2015; D’'Mello et al., 2016). A via de sinalizacdo da quinase

regulada por sinal extracelular (ERK) também regula a melanogénese. Uma vez que
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a ativacdo de ERK fosforila MITF no residuo de serina 73, com isso, ocorre a

ubiquitinacdo e degradacéo desse fator (Chang et al., 2012).

1.2.2 Desenvolvimento do melanoma

As caracteristicas do melanoma, assim como, de outros tumores solidos
malignos, sdo a proliferacdo descontrolada, distirbios de diferenciacdo e da
morfologia celular, invasdo e disseminacdo metastatica para Orgdos distantes
(Haass et al., 2005; Ciarletta et al., 2011). Assim, em melanomas, a transformacao
celular resulta de alteracbes genéticas ou epigenéticas herdadas ou induzidas por
agentes carcinégenos, que se constituem em ativacdo de proto-oncogenes e
inativacdo ou silenciamento de genes supressores tumorais ou de reparo do DNA
(Bertolotto, 2013; Jin & Robertson, 2013).

Estudos realizados por Clark et al., (1984), sugeriram um modelo geral de
desenvolvimento do melanoma, no qual a primeira etapa é representada pelo
agrupamento dos melandcitos, levando a formagdo de um nevo benigno. O
desenvolvimento de atipia citologica nestes nevos, resultaria na formacao de nevos
displasicos.

A iniciagdo do processo tumorigénico estd relacionada as mutacgfes
ativadoras dos oncogenes homologo B do oncogene viral de sarcoma murino
(BRAF) e do homodlogo do oncogene viral do neuroblastoma humano (NRAS), que
sdo encontradas em quase 50% e 20% dos melanomas, respectivamente
(Vredeveld et al., 2012; Liu et al 2014;). Mutacées em NRAS resultam na ativagao
constitutiva da proteina (N-Ras), que se torna capaz de ativar de forma continua a
via das proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKSs) (Homet & Ribas, 2014).
A mutacdo mais comum no gene BRAF causa a substituicdo do aminoacido valina
(V) pelo &cido glutdmico (E) na posicado 600 do gene B-Raf (V600E), resultando em
uma proteina quinase (B-Raf) constitutivamente ativa, que promove a
melanomagénese, também, pela ativacdo das MAPKs (Ali et al., 2013).

Nesse contexto, a ativacdo das MAPKs resulta em proliferacdo celular
descontrolada, sendo um passo importante para a transformacédo dos melandcitos
(Testa et al., 2017). A sinalizacdo das MAPKSs € iniciada pela ligacdo de fatores de

crescimento a receptores de tirosina quinases, levando a sua ativacdo, o que
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estimula a conversdo de N-RAS para o seu estado ativado (ligado ao GTP) (McCain,
2013). A proteina N-RAS ativa pode, entdo, fosforilar B-RAF, levando a sua
ativacdo, assim, B-RAF pode fosforilar e ativar MEK1/2, que, por sua vez, ativa
ERK1/2, resultando na translocacao e regulacdo de vérios fatores de transcricdo no
nucleo (Burotto et al., 2014).

Outros subgrupos de MAPKs, incluem a JNK/SAPK (quinase c-Jun N-
terminal/quinase ativada por estresse) e a quinase p38, que também regulam a
sobrevivéncia de células de melanoma e podem ser alvos potenciais para o
tratamento desse cancer (Uzdensky et al., 2013). Em resposta a fatores externos
como estresse, citocinas, fatores de crescimento ou horménios, a JNK fosforila c-
Jun, um componente do fator de transcricdo AP-1 (Alexaki et al., 2008). AP-1 é
homo ou heterodimero, que consiste em duas subunidades das familias Jun (c-Jun,
JunB e JunD) e Fos (c-Fos, FosB, Fra-1 e Fra-2). No melanoma, JNK é
frequentemente ativado constitutivamente, porém o seu papel é muitas vezes
ambiguo, pois pode atuar como oncogene ou supressor de tumor. Essa contradicao,
depende das vias ativadas acima e abaixo dessa quinase e da presenca de varias
isoformas de Jun e Fos em uma determinada célula (Uzdensky et al., 2013).
Enquanto a quinase p38 esta relacionada ao destino celular, por estimular a
apoptose, através da ativacdo das proteinas pro-apoptéticas NOXA e PUMA. A
proteina p38 também pode ativar os fatores de transcricdo CREB e MITF, por meio
da ativacdo da Proteina quinase 2 Ativada por Proteina quinase Ativada por
Mitogeno (MAPKAPK?2) e do Ativador de Fator de Transcricdo 2 (ATF2), levando a
sobrevivéncia e proliferacédo celular (Uzdensky et al., 2013).

A quinase AKT, também, exerce influéncia sobre a proliferacdo celular e
sobrevivéncia no melanoma. Isso porque, atua sobre substratos que séo importantes
reguladores desses eventos, como o BAD, p21, p27, caspase 9 e MDM2 (Davies,
2012). AKT faz parte da via de sinalizacdo da fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) (Platz
et al.,, 2008). Nessa via, a PI3K fosforila o PIP2 para gerar PIP3, um segundo
mensageiro que induz a fosforilacédo e ativacdo da AKT (Dannemann et al., 2010). A
AKT € uma serina-treonina quinase, assim, é fosforilada em 2 residuos, Thr308 e
Ser473, podendo causar um efeito anti-apoptotico e promover a progressao do
cancer (Paluncic et al., 2016).
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Sabe-se que a ativacao de proto-oncogenes, por si sO, ndo € suficiente para
causar o melanoma (Paluncic et al., 2016), uma vez que a progressao pelo ciclo
celular depende da passagem por pontos de controle desse ciclo celular (Rayess et
al., 2012). Dessa forma, mesmo com a ativacdo de oncogenes, estes mecanismos
de controle estando em pleno funcionamento, a célula entra num processo
conhecido como senescéncia induzida por oncogene (Leclerc et al., 2017).

As alteracbes genéticas e epigenéticas relacionadas ao desenvolvimento do
melanoma, incluem a inativacdo do gene do inibidor de quinase dependente de
ciclina 2 A (CDKN2A) que pode ocorrer por delecdo, mutacdo ou metilacdo do
promotor (Jonsson et al., 2010). Isso ocorre para promover o escape da senescéncia
e, consequentemente, proporcionar a imortalizacdo celular (Gray-Schopfer et al.,
2006). Em melandcitos o locus do CDKN2A, codifica dois efetores da senescéncia
celular, as proteinas supressoras tumorais p16'N<44 e p14ARF (Ross et al., 2012). A
p16'NK4A & um inibidor das quinases dependentes de ciclina (CDKs), CDK4 e CDK®,
gue ao suprimir a fosforilacdo da proteina retinoblastoma (pRb), reprime a atividade
transcricional de E2F e, assim, impede que a célula avance da fase G1 para a fase
S do ciclo celular (Vernell et al., 2003). Por outro lado, a proteina p14ARF atua
ativando p53, através da inibicdo de MDM2 (Shtivelman et al., 2014), uma ubiquitina
ligase que atua como o principal antagonista celular de p53 (Moll & Petrenko, 2003).
A p53, por sua vez, estimula a expressao da proteina p21, que € ativa no processo
de reparo do DNA (Garner & Raj, 2008). A p21 medeia suas atividades biolégicas
pela inibicdo da atividade das CDKs, CDK2 e CDK1, levando a parada do ciclo
celular (Abbas & Dutta 2009). Nesse sentido, uma vez que as células tumorais
perdem o controle da divisao celular, vao se multiplicando, se estabelecem e formam
uma massa tumoral (Chin, 2003). Desse modo, um nevo displasico pode evoluir
para um melanoma na fase de crescimento radial, na qual as lesdes precursoras
progridem para o melanoma in situ, neste caso, os melanécitos proliferam
descontroladamente, mas permanecem confinados a epiderme (Shain & Bastian,
2016).

Com a progressdo do tumor, as células mudam de um fendtipo ndo movel
epitelial para um fendtipo migratério mesenquimal e ganham a capacidade para
invadir outros tecidos (Bedogni & Powell, 2009). Assim, nessa etapa de crescimento

vertical, as células proliferam ativamente, invadem a camada inferior da epiderme e
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penetram no interior da derme subjacente, através da membrana basal (Larue &
Beermann, 2007). Isso se deve, a perda de expressdo de moléculas de adeséao
célula-célula, como as proteinas juncionais, E-caderina, claudina e ZO-1 (Jiang et
al., 2015). Assim, as células redirecionam a sua expressao génica para promover
mudancas na arquitetura do citoesqueleto, promover adesdo as células
mesenquimais e alterar a interacdo com a matriz extracelular (MEC) (Yilmaz &
Christofori, 2009; Craene & Berx, 2013). Essa mudanca de fendtipo, inclui a
expressédo aumentada de N-caderina, vimentina, fibronectina e metaloproteinases de
matriz (MMPs) (Lamouille et al.,, 2014). Isso esta associado a aquisicdo de
propriedades mesenquimais, em um processo de transicdo epitélio mensenquimal
(EMT) (Park et al., 2014). A EMT é importante para a capacidade de invasdo e de
formagéo de metastases de tumores epiteliais, bem como, no melanoma (Alonso et
al., 2007). Nesse processo as células adquirem propriedades de células-tronco,
passando de um estado de maior para menor diferenciacdo (Bertolotto, 2013).

Como visto, para propiciar a invasdo, as células tumorais devem secretar
enzimas proteoliticas que possam digerir a MEC. Essa matriz € formada por uma
rede complexa de macromoléculas, tais como colageno, proteoglicanos, fibronectina,
laminina e outras glicoproteinas, que atuam como uma barreira a propagacao de
células tumorais a locais distantes, restringindo o crescimento e a invasdo tumoral
(Egeblad & Werb, 2002). As MMPs sdo proteinases, que contém Zn?* no seu
dominio catalitico e sdo capazes de degradar os componentes da MEC. S&o
subdivididas em quatro grupos: colagenases, gelatinases, estromelisinas e
matrilisinas. Além disso, podem ser produzidas por diferentes células, incluindo
leucocitos, macrofagos, células endoteliais, fibroblastos e células tumorais (Alizadeh
et al., 2014). A maioria das MMPs € secretada como enzimas inativas e ativadas fora
da célula por outras MMPs ou serino proteinases, pela clivagem de seus dominios
amino-terminais (Pucci-Minafra et al., 2001; Alizadeh et al., 2014). Entre as MMPs,
principalmente, as gelatinases MMP -2 (72 kDa) e -9 (92 kDa), estdo envolvidas na
progressao tumoral, devido a capacidade para degradar o colageno tipo IV, um dos
principais componentes da membrana basal, faciltando assim a invasédo celular
(Redondo et al., 2005). A atividade proteolitica das MMPs € altamente regulada de
maneira precisa e coordenada através de diferentes processos (Lambert et al.,

2004). A transcricdo génica das MMPs é influenciada por fatores como citocinas,
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fatores de crescimento e modificagcbes no microambiente celular (Polette et al.,
2004). Em nivel protéico, a atividade bioldgica das MMPs é determinada por seu
estado de ativacdo (Polette et al., 2004). A atividade das MMPs também € modulada
por inibidores comuns de endopeptidases, como as a2-macroglobulinas, que estao
presentes no plasma e fluido dos tecidos (Overall & Lépez-Otin, 2002) e, mais
especificamente, pelos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) (Brew &
Nagase, 2010).

No entanto, salienta-se que nem sempre a doenca progride através de cada
uma dessas etapas individuais, sendo que os melanomas nas fases de crescimento
radial e/ou vertical podem se desenvolver, diretamente, a partir de melandcitos ou
nevos transformados (Testa et al.,, 2017). O passo final no desenvolvimento do
melanoma, como mostrado na ilustracdo 2, € representado pela formacdo de
metastases. Para formar as metastases as ceélulas tumorais devem penetrar nos
vasos sanguineos e/ou linfaticos (intravasamento) e, entdo, sobreviver a falta de
adesdo e a resposta imune, para serem transportadas para locais distantes (Bedogni
& Powell, 2009). Ao deixarem a vasculatura (extravasamento), as células tumorais
invadem o orgao alvo, originando um tumor metastatico (Alizadeh et al., 2014).

Melandcito/nevo Crescimento radial Crescimento vertical =~ Fase metastatica
nevo displasico

Proliferagdo Imortalizagd

vO

Invasao Metastase
—> _—

Epiderme

- -

Derme

T NRAS l P l E-caderina fN-caderina
BRAF PRD 4
MMPs 2/9
Células diferenciadas Transigao epitélio-mesenquimal (Indiferenciacdo)

llustragéo 2: Desenvolvimento do melanoma. Adaptada de Bertolotto, 2013.
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O resultado do processo metastatico depende de interacdes complexas das
células metastaticas com os mecanismos homeostaticos do individuo (Langley &
Fidler, 2007). As células que concluem esse processo sao consideradas como tendo
um potencial metastatico elevado. Fatores como a vigilancia imunologica, parada do
ciclo celular e estimulos proliferativos do microambiente determinardo se essas
células irdo morrer, permanecer quiescentes ou formar uma massa de tumor
clinicamente aparente. Além disso, fatores intrinsecos a célula tumoral, incluindo,
receptores de fatores de crescimento, proteinas de matriz extracelular, proteases,
citocinas e moléculas de adeséo celular, também, influenciam a progresséo tumoral
e metastatica (MCGary et al., 2002; Alizadeh et al., 2014).

1.3 Tratamentos para o melanoma

A abordagem terapéutica do melanoma depende de varios fatores
prognésticos, incluindo a classificacdo histolégica e a extensdo da doenca,
demonstrados pelos critérios de estadiamento (Ingraffea, 2013). Melanomas em
estagio inicial sdo, frequentemente, tratados com o procedimento cirargico (Rastrelli
et al., 2014). A cirurgia € a base no controle do melanoma, seja para fins
diagnésticos, terapéuticos ou paliativos (Farma et al., 2015). Contudo, o0 melanoma
tem uma grande propensdo a disseminacdo, apés a retirada do tumor primario,
cerca de 30% dos pacientes desenvolvem metastases em varios orgaos (Sandru et
al., 2014), incluindo cérebro, pulmdes, figado e o0ssos, o que limita o uso de
intervencdes cirargicas (Obenauf & Massagué, 2015). Além disso, o melanoma
metastatico é notoriamente resistente a terapias convencionais, como radiacdo e
quimioterapia (Lin et al., 2010; Abildgaard & Guldberg, 2015).

A radioterapia utiliza radiacdo ionizante para destruir as células tumorais. A
resposta dos tecidos as radiagcbes depende de diversos fatores, tais como a
sensibilidade do tumor a radiacdo, sua localizacdo e oxigenacdo, assim como a
qualidade e a quantidade da radiacao e o tempo total em que € administrada (INCA,
2018). A radioterapia é bastante utilizada no tratamento de neoplasias malignas,
com até 60% dos pacientes recebendo radioterapia como parte de seu regime de
tratamento. No entanto, esta terapia causa uma amplos efeitos adversos que podem

ser graves e causar danos permanentes ao paciente (Hall et al., 2016). Estes efeitos
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incluem fatiga, xerostomia, dermatite, pneumonite, mucosites, infertilidade e
teratogenicidade (Berkey, 2010). Outro tratamento adjuvante, a quimioterapia, utiliza
agentes citotoxicos, que atuam sobre o tumor primario ou sobre as metéstases ja
estabelecidas, principalmente sobre células em proliferacdo, induzindo dano ao
DNA, seguido por apoptose celular (Bhatia et al., 2009; Wu & Singh, 2011). Os
efeitos desses farmacos ndo sao seletivos, levando a destruicdo tanto das células
malignas quanto normais, particularmente as células de rapido crescimento (Almeida
et al., 2005). Isto explica os seus efeitos colaterais, como perda de cabelo e
supressdo da medula 6ssea (Luke & Schwartz, 2013). Por muito tempo, a
dacarbazina, agente alquilante, foi o farmaco mais comumente utilizado, resultando
em respostas positivas em aproximadamente 10% dos casos e com um impacto
discutivel na sobrevida global. Outros farmacos, como a vimblastina (alcaldide da
vinca), cisplatina/carboplatina (alquilantes) e taxanos, usados em combinacdes ou
em monoterapia, mostraram apenas beneficios de curta duracdo (Hepner et al.,
2017).

Outra modalidade terapéutica é a utilizacdo da imunoterapia, que visa
estimular a resposta imunoldgica do individuo, para alcancar a estabilizacdo da
doenca e a sobrevivéncia a longo prazo (Davey et al., 2016). Essa abordagem inclui
0 uso de citocinas como interferon alfa (INF-a) e interleucina-2 (IL-2) (Luke &
Schwartz, 2013), vacinas, além de anticorpos direcionados a moléculas imunes,
exemplificadas pelo antigeno 4 associado a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) e pela
proteina de morte celular programada 1 (PD1) e seu ligante (PD-L1) (Ingraffea,
2013; Davey et al., 2016). Contudo, a imunoterapia ainda é um tratamento adjuvante
em pacientes com alto risco de recidiva da doenca e como tratamento em estagios
avancados (irressecaveis ou metastaticos) (Sanlorenzo et al., 2014).

O conhecimento acerca das alteracdes gendmicas envolvidas na génese do
melanoma viabilizaram as terapias mais direcionadas, como o desenvolvimento de
inibidores da via das MAPKs (Li & Melton, 2012). Cerca de 45% dos pacientes com
melanoma cutaneo tém uma mutacdo ativadora de BRAFV6%E para a qual foram
desenvolvidos inibidores altamente seletivos (Garbe et al., 2016). Assi, a utilizacao
de fArmacos que inibem a sinalizacdo BRAFY69°E ¢/ou MEK pode induzir a regresséo
da doenca e prolongar a sobrevida de pacientes com estas mutacfes (Flaherty et

al., 2012). No entanto, nem todos o0s individuos sdo responsivos como mostra o
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estudo de caso relatado por Simon et al., (2017), de um paciente com melanoma
metastatico com varias mutacbes em BRAF e que nao respondeu a terapia
direcionada com inibidores de BRAF e MEK. Além disso, podem ocorrer recaidas,
apos alguns meses do tratamento, devido ao desenvolvimetno de resisténcia (Wagle
et al., 2011). Um estudo realizado com 132 pacientes com melanoma metastatico
BRAFV60E mutante mostrou que cerca de 50% dos pacientes tratados com inibidor
de BRAF, vemurafenib (PLX4032), apresentaram progressado da doenca, ap0s 6 a 7
meses do inicio do tratamento (Sosman et al., 2012). Portanto, estas respostas
insuficientes destacam a necessidade de novas opc¢Oes terapéuticas para o
melanoma (Li & Melton, 2012), principalmente, farmacos que possam impedir o

estabelecimento metastatico.

1.4 Modelo de melanoma metastatico B16F10

O estudo do melanoma pode ser realizado in vitro, utilizando-se de culturas
celulares e, in vivo, em modelos com vertebrados (Larue & Beermann, 2007). As
propriedades mais importantes de células tumorais malignas, incluem, a sua
capacidade de invadir tecidos e, posteriormente, estabelecerem-se em um novo
local formando os tumorais secundarios (Damsky Jr. et al.,, 2011). As células
capazes de gerar tais tumorais secundarios sdo consideradas de alto potencial
metastatico (Alizadeh et al., 2014).

Um modelo de melanoma amplamente utilizado em trabalhos cientificos € do
melanoma murino B16. Outros modelos foram obtidos a partir das células B16,
selecionadas, ap0s passagens alternadas in vivo e in vitro, avaliando a sua
propensdo para formar nodulos tumorais pulmonares. Para isso, as células de
melanoma B16 foram inoculadas por via i.v. em camundongos isogénicos C57BL/6
e, apos 3 semanas, 0s tumores foram coletados e as células tumorais foram
cultivadas in vitro. Quando as culturas celulares se tornaram confluentes foram,
entdo, novamente injetadas por via i.v. em outros camundongos C57BL/6 e este
processo foi repetido por dez vezes. As linhagens obtidas foram denominadas como
B16F1 (linhagem da primeira passagem) e, entdo, numeradas consecutivamente,
até a linhagem B16F10, células altamente metastaticas estabelecidas, apos 10

ciclos de selecbes sucessivas de pontos de metastase pulmonar (Fidler, 1973).
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Conforme afirma Fidler (1975), o desenvolvimento das linhagens tumorais derivadas
das células B16, € util para estudar as propriedades celulares, que tornam uma
linhagem altamente metastéatica, em relagédo a outras.

As células de melanoma B16, também, foram utilizadas como um modelo
para estudar os efeitos de tumores nas respostas exsudativas de células
inflamatorias in vivo. Como esperado, a inoculagcdo i.v., em camundongos, das
células B16F10 originou, significativamente, mais tumores pulmonares em relacdo
ao inoculo de B16F1. Apesar dessa diferenca na carga tumoral do pulmdo, as
células inflamatérias em camundongos inoculados com B16F1 ou B16F10 se
comportaram de maneira semelhante. Assim, ndo houve efeito sobre a exsudacao
de granuldcitos ou macrofagos ou nos niveis de monécitos e leucocitos no sangue.
Contudo, na presenca de B16F1 ou B16F10 os niveis de macréfagos residentes e
induzidos foram reduzidos em camundongos com esses tumores (D’Arrigo et al.,
1985).

As linhagens celulares com baixa e alta capacidade metastatica, B16F1 e
B16F10, respectivamente, foram comparadas quanto as suas caracteristicas
invasivas, in vitro, em membrana amnidtica e, quanto a capacidade para formar
colénias pulmonares. Os resultados mostraram que ndo houve diferencas na
capacidade invasora das células, mas a formacdo de colénias por B16F10 foi,
significativamente, maior em relacdo as células B16F1 (Gehlsen & Hendrix, 1986).
Ja Kim et al., (2009) mostraram que comparada a linhagem B16, as células B16F10
tem niveis mais elevados de expressdo da fosfatase associada a metastase na
regeneracdo do figado-3 (PRL-3). Os autores mostraram que as células B16
transfectadas com cDNA de PRL-3 tiveram capacidade metastatica comparavel a de
B16F10.

Outra linhagem de melanoma, denominada como B16-BL6 foi originada, a
partir da linhagem B16F10, através de um método baseado na selecéo, in vitro e in
vivo, de células de melanoma com capacidade de invadir o tecido e veias da bexiga
urinaria (Poste et al.,1980). A comparacédo da formacéo de coldnias pulmonares por
diferentes linhagens de melanoma, inclusive por B16-BL6, mostrou que os niveis de
colonizag&o pulmonar obedeceram a seguinte ordem: B16F0, B16F1 e B16F10, esta
dltima apresentou uma colonizacdo semelhante a apresentada pelas células B16-

BL6 (Nakamura et al., 2002).
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Para a pesquisa de novos agentes antimetastaticos, dois tipos de modelos
animais sao utlizados. Um modelo metastatico denominado como modelo
metastatico experimental, que é produzido pelo in6éculo de células tumorais em
camundongos isogénicos por via i.v., sendo a injecéo realizada pela veia caudal e
um modelo de metastases espontaneas, no qual realiza-se o inéculo de células
tumorais em camundongos isogénicos por via s.c. (Poste et al., 1980).

Fidler (1978) desenvolveu um modelo de metastases espontaneas, no qual as
células tumorais séo inoculadas por via s.c. na orelha externa de camundongos
C57BL/6. Depois de trés a quatro semanas, quando o0s tumores estéo estabelecidos,
a orelha e o tumor sao retirados e animais sdo mantidos em condicbes de
sobrevivéncia. ApOs seis a oito semanas, 0s camundongos sdo eutanasiados e
examinados quanto a presenca de metastases linfonodais ou viscerais. Outro
modelo de metastases espontaneas, é realizado com o inéculo das células B16F10
por via s.c. no flanco de camundongos C57BL/6 e, ap0s cerca de 12 dias os tumores
sdo removidos. No décimo segundo dia, apds a cirurgia 0os camundongos S&o
eutanasiados e retirados os pulmfes e o figado para contagem das metastases
(Lobos-Gonzélez et al., 2016).

Conforme afirmam Nakamura et al., (2002), o modelo de metastases
espontaneas € superior ao modelo experimental, devido & sua semelhanga com as
metastases obtidas clinicamente. Por outro lado, 0 modelo metastatico experimental
€ mais reprodutivel e menos tempo € necessario para avaliagdo do efeito
antimetastatico. Diante disso, varios autores tém utilizado este modelo para avaliar a
atividade antimetastatica de diferentes compostos (Mummert et al., 2003; Zhao et al.
2014; Zhang et al., 2015), inclusive a atividade de cisteino proteases (Guimarées-
Ferreira et al., 2007). Além disso, Lobos-Gonzéalez et al., (2016) realizaram estes
dois modelos, a fim de verificarem a capacidade do oligonucleotideo antisense
especifico para RNAs mitocondriais ndo codificantes de impedir o crescimento
tumoral. Nos dois modelos os autores observaram a inibicdo das metastases, porém
ao contrario do modelo de metastases espontaneas, no modelo experimental os
animais tratados apresentaram nodulos pulmonares isso, provavelmente, se deve ao
maior numero de células circulantes, ao contrério das células provenientes do tumor

primario.
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2 JUSTIFICATIVA

A busca por farmacos que interfiram sobre a formacdo de metastases é o
grande desafio contra o cancer, uma vez que as opc¢oes terapéuticas disponiveis
agem sobre o tumor primario ou sobre as metastases ja instituidas, ndo sendo
eficazes em impedir o estabelecimento deste processo. Além disso, sabe-se que
melanomas s&o altamente resistentes a maioria das formas de tratamento
quimioterapicos disponiveis, o que justifica a busca por novos farmacos direcionados
a esta doenca. Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa se empenha a estudar as
atividades antitumoral e antimetastatica das proteases de V. cundinamarcensis, que
sdo relacionadas a diferentes mecanismos, que incluem a atividade citotoxica, a
reducdo da adesao celular, além da diminui¢cdo de processos como a inflamacéo e a
angiogénese tumoral. Desse modo, a proposta deste trabalho € compreender melhor
o efeito da fracdo CMS2 sobre melanomas modificando seu comportamento invasivo
e metastatico. Ao caracterizar as respostas das células tumorais frente a CMS2 e
elucidar vias de sinalizacdo, que participam do seu efeito antimetastético, este
estudo ira contribuir para a fundamentacao da sua potencial utilizacdo no tratamento

do cancer.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da subfracgo CMS2 do latex do fruto de Vasconcellea
cundinamarcensis sobre parametros de diferenciacdo celular na linhagem de
melanoma metastatico B16F10, bem como determinar mecanismos moleculares

envolvidos neste efeito.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Obter a subfracdo CMS2, a partir da fracdo P1G10 do latex de V.
cundinamarcensis;
3.2.2. Em ensaios in vitro avaliar os efeitos da subfracdo CMS2, sobre a (s):
- Viabilidade celular;
-Melanogénese (producédo de melanina, atividade de tirosinase, expresséo génica de
enzimas envolvidas e da proteina MITF);
-Morfologia celular;
-Ciclo celular,
-Senescéncia celular (atividade de B-galactosidase, expressao de p21 e p53);
-Etapas do desenvolvimento tumoral:

» Migracao celular (capacidade migratoria e expressao de p16-ARC);

» Invaséo celular (capacidade invasora e atividade das MMPs);

» Formacéo de colbnias;
-Expressédo de proteinas de vias de sinalizagdo envolvidas no desenvolvimento do
melanoma (MAPKSs, PI3K/AKT, E- e N-caderina);
3.2.3. Em ensaio in vivo avaliar a colonizacdo pulmonar das células B16F10 pré-

expostas a CMS2.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Bioldgico

Amostra em estudo

Latex exsudado de frutos imaturos de Vasconcellea cundinamarcensis, originario do
Chile (exsicata n° 15063 depositada na Universidad de La Serena, Chile) e fornecido
pelo Prof. Dr. Carlos Edmundo Salas Bravo do Laboratério de Biologia Molecular de

Produtos Naturais, Departamento de Bioquimica e Imunologia, ICB, UFMG.

Animais

Camundongos C57BL6 machos adquiridos do Centro de Bioterismo do ICB/UFMG
(Cebio/ICB/UFMG), com idade entre 6 e 8 semanas, pesando cerca de 20 a 22 g.
Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas, em ciclo de claro/escuro de
12/12h, recebendo agua e racéo ad libitum. O protocolo experimental desenvolvido
foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA n° 229/2013 - Anexo
A).

Linhagem Celular

B16F10, células de melanoma de alto potencial de colonizacdo pulmonar, cedidas

pelo Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, Sdo Paulo — SP, Brasil.

4.1.2 Principais reagentes e solventes

Acido acético glacial P.A., 4cido etilenodiaminotetra-acético - sal dissodico (EDTA),
acido cloridrico (HCI), &lcool etilico absoluto, bicarbonato de sédio, cloreto de sédio
(NaCl), cloreto de potassio (KCI), fosfato monobéasico de potassio, fosfato
monobasico e dibasico de sdédio, hidroxido de sdédio, perdéxido de hidrogénio -

Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda, Sado Paulo, Brasil.

Acrilamida — Bio-Rad Laboratories, Hercules, Califérnia, EUA



38

Agarose padrdo baixa eletroendoosmose — Agargen® - Laboratérios Espanagar,

Madri, Espanha.

Alcool Metilico — Dinamica Quimica Contemporanea Ltda, Sdo Paulo, Brasil.

Ampicilina sédica, anfotericina B, albumina sérica bovina (BSA), acido N-(2-
hridoxietil)-piperazino-N’-etaneusulfénico (HEPES), brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio ou sal de tetrazdlio (MTT), , 3-[(3-Colamidopropil)-
dimetilaménio]-1-propanosulfonato hidrato (CHAPS), dimetilsulfoxido (DMSO),
deoxicolato de soédio, estreptomicina, , hidroxilreia, iodeto de propideo (PI), 4-
nonilfenil-polietilenoglicol (NP-40), padrdo de peso molecular - Color Burst
Electrophoresis Marker, persulfato de Amonio (APS), reagente de Bradford, tris base
(Tris hidroximetil aminometano), N’,N’,N’,N’-tetrametil-etileno-diamina (TEMED),
Triton-X 100, Tween 20 — Sigma- Aldrich, St Louis, EUA.

Cloreto de célcio, fosfato dibasico de sédio — Reagen, Rio de Janeiro, Brasil.

Glicerol — Dindmica Quimica Contemporanea, Sao Paulo, Brasil.

Glicina, Sédio Dodecil Sulfato (SDS) - Vetec Quimica fina Ltda, Duque de
Caxias, Brasil, RJ, Brasil.

Ketamina (Dopalen R), e Xilasina (Anasedan R) - Ceva Saude Animal Ltda.

Paulinia, SP, Brasil.

Meio de cultura RPMI 1640 desidratado, solucao aquosa de tripsina (ATV) - Cultilab

Mat.Cult. Cel. Ltda, Campinas, Séao Paulo, Brasil.

Nitrogénio liquido- White Martins do Brasil S/A, Contagem, Minas Gerais,

Brasil.

Substrato quimioluminescente para peroxidase — Luminata R Forte Western
HRP substrate e ReBlot plus strong antibody stripping solution, 10x - EMD
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Millipore Corporation, Billerica, Massachusetts, EUA.

Soro fetal bovino (SFB) - Gibco-BRL, Gaithersburg, Maryland, EUA.

4.1.3 Principais solugdes

4.1.3.1 Obtencéo e caracterizacao da fragcdo CMS2

Tampao de ativacao

IR O =) (11 o = VT 606,00 mg
EDTA 500 MM .ottt ettt e e et e e e e e s st e e e e e e e s nnntreeeeeeeannsrneeeas 4,00 mL
)28 I 160,00 mg
Tampao acetato de s6dio 1 M (PH 5,0) 0.S.Puvvrrrriiiiiiieieeeeeeeeeeeeveiiiiiee e 200,00 ml
Tampao acetato de sédio 2,0 M pH 5

P07 <) =1 (0 o (ST Yo Lo [ TR 272,16 g
AQUA JESHIA0A G.S.. 1.veeeeeeeiee ettt ettt te et te st s st st e e e st e st e e eeeeeseesneaneas 1L

O pH foi ajustado para 5. A partir da diluicdo desta solucdo foram obtidas as
solucdes de tampéao acetato de sd6dioa1,5M,1,0Me 0,1 M pH 5.

Solucdo de BAPNA 100 mM

Esta solucdo foi mantida a -20 C até o momento de uso.

Solucdo de EDTA 500 mM

Agua deStilA0a .S, . «.oveeveeeeeeeeeee ettt ettt 200,00 mL
O EDTA foi completamente dissolvido em 180 mL. Em seguida, o pH foi ajustado

para 8,0 com NaOH 1,0 M e o volume completado para 200 mL.

Tampdo de incubacéo para atividade amidasica

CisSteiNa 200 MM ..o 0,75 mL
EDTA 500 MM .ttt e e e et e e e e e e et e e e e e e e e ennnbaeeeas 0,12 mL
BAPNA 100 MM ..ottt e s 90,00 L
Tampao fosfato 25 MM PH 8,0 0.S.P. «oovviiiiiiiiiiiiee e 30,00 mL

4.1.3.2 Cultura celular

Tampéao PBS pH 7,4

Fosfato diDASICO A€ SOTIO........couveiiieie et e e e eaa s 1,15¢
Fosfato MonobasiCO de POLASSIO. ......uuuiiiiiiie e e e eeeeeeeeeeeer e e e e e e e e e eeeeaaneens 0,25¢g
(O [o] <Y (o 1o [=5=T0 1o [ o J T 8,20 ¢

(0o 1=] (o0 [ o) r= 151 o PO 0,20 g
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o U W [=YS1 1] = o =W TR« OO 1L
O pH foi ajustado para 7,4 com solucdo de acido fosférico 0,1 M e, em seguida, a
solucéo foi esterilizada por autoclavagéo a 120°C, 2 ATMs durante 20 min.

Tampéo PBS/EDTA pH 7,4

Fosfato dibasico de SOAI0 P.A. ... e 1,15¢
Fosfato monobasico de POtASSIO P.A. ... 0,25 g
(O (o] 1=1 (o 0 [IR=To Yo Lo T URRRPRPPPPIN 8,20 ¢
ClOreto de POLASSIO. ....ceeeiiiiiiiieee ettt e e e e e e et e e e e e s snnaeaeeeeaeeeanns 0,20¢
L PP EUP PP 1,379
F oUW [=XST 1] oo = W TR o U 1L

O pH foi ajustado para 7,4 com solucdo de acido fosforico 0,1 M e o tampéo foi
esterilizado por autoclavacéao a 120°C durante 20 min.

Meio RPMI-1640

Meio RPMI-1640 desSidratado............coevuuviiiiieiiiiiiiiee et e e e e e eanns 10,43 g
Y (o= o To] gtz 1 (o 0 [STET Yo [T T 1,20 g
HE DS ..o e 2,38
FaN g ] o1 ol T F= o Lo [ o= TP PRRR 0,10g
ES (=T 0] (0] 1 ][] - PSPPI 0,10¢
YN {01 (=] (o[ = = 5,00 mg
AQUA JEIONIZAOA GuS.. c.veeee ettt ettt ettt e et e et e et et e e sae e eaeas 1L

Os reagentes foram completamente dissolvidos em 800 mL. Em seguida, o pH foi
ajustado para 6,9 ou 7,4 com NaOH 1,0 M e o volume completado para 1 L. O meio
foi esterilizado por filtracdo em membrana com porosidade absoluta de 0,22 uym.

Solucéo corante de azul de Tripano
FVA 8| o L= I ] o T= o [o TSP PPTPPPPPPP 0,12 g
SOIUGEO NACI 0,9%0 .S teveeeerrumnnnnniiaaaa e e e e e e e e e e et eeeeeetiraa s s e e e e e e e aaeeeeeeeeseennnnes 30,00 mL

4.1.3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Solugéo aquosa de APS 10% (p/v)

APS 1,009
AQUA AEIONIZATA [.S. . «eiiiiieeeeiiii ittt e e 10,00 mL
Solucdo aquosa de SDS 10% (p/v)

SIS 1,009
AQUA AEIONIZATA [.S. . «eiiiiieieeeiii ittt e ee e 10,00 mL

Tampao Tris-HCI 1,5 M pH 8,8

B IS o= LT 18,21 ¢
YN[V E= N 1o g 72 Yo - W RN o 100,00 mL
O pH foi ajustado para 8,8 com solucdo de acido cloridrico 10 M e, em seguida, 0
volume completado com agua deionizada.
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Tampao Tris-HCI 1,0 M pH 6,8

LIS 0= L= PP 12,14 g
Yo U W [= ol a 7= Yo F- W e TR o OO 100,00 mL
O pH foi ajustado para 6,8 com solucdo de acido cloridrico 10 M e, em seguida, 0
volume completado com agua deionizada.

Solugéo para o gel separador desnaturante 10% acrilamida

Solucao aquosa de Acrilamida 3090 .......ccceeuviiiieiriiiiiee e 2,00 mL
Tampao Tris-HCI 1,5 MM PH 8,8.....cco oo 1,50 mL
AQUA JEIONIZATAL .......eeeeeeee ettt ettt 2,28 mL
YD ST K0T (oA ) TP 120,00 uL
SOIUGEO dE APS 1090 (P/V) oeeeieeeeieiiitiee et 30,00 pL
TEMED .o ——————————————————————————— 12,00 uL

Solugéo para o gel separador desnaturante 12% acrilamida

Solucao aquosa de Acrilamida 3090 .........coeeeiiiiiiiiiii e 2,80 mL
Tampao Tris-HCI 1,5 MM PH 8,8.....cc oo 2,45 mL
AQUA JEIONIZATA ...ttt 2,28 mL
SDS 100 (P/V) ettt 140,00 pL
SOIUGEO de APS 1090 (P/V) oeeeieeieeeiiitiee et 35,00 pL
TEMED oo ————————————————————————————————— 8,00 pL
Solugéo para o gel separador desnaturante 8% acrilamida

Solucdo aquosa de Acrilamida 3090 ......ccooeeeieeiiiiiiiiiiieeiiii e 1,30 mL
Tampao Tris-HCI 1,5 MM PH 8,8.....ccc oo 1,30 mL
AQUA JEIONIZATA ...ttt 2,30 mL
SDS 100 (P/V) ettt 50,00 pL
SOIUGEO0 dE APS 1090 (P/V) coeeeieeeeeeeee et aaaaanaaa 50,00 uL
TEMED .ottt ittt aaaaaas 3,00 pyL
Solugéo para o gel concentrador desnaturante 4% acrilamida

Solucdo aquosa de Acrilamida 3090 ........ceevvveeeviiiiiiiiii e 0,267 mL
Tampao Tris-HClI 1,0 MM PH 6,8.....ccoo i 0,5 mL
AQUA JEIONIZATA ...ttt 1,19 mL
ST ST K0T (oA ) TSRS 20,00 uL
SOIUGEO0 dE APS 10%0 (P/V) oeeeeeeeeeeeeieee ettt e e e 10,00 uL
TEMED .ottt ra e aaaaan 4,00 uL
Solucgéo corante de géis

Corante azul-brilhante de Coomassie G-250...........ccceeeiiiiiiiiiieeeeeeeeieeeeiiiinnnns 125,00 mg
ACidO aCELICO GIACIAI P.A.........eoeeeeeeeeeee et 10,00 mL
AQUA JESHIA0A G.S. Pttt e e sre e, 100,00 mL

Solucédo descorante de géis

IMETANOI PLA. ... 4,00 mL
ACIdO aCELICO GIACIAI P.A.........oiviieeceeeee ettt 8,00 mL
AQUA JESHIA0A G.S.Purreveerreeeieeie ittt eee e re e sreere e e, 100,00 mL
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Tampao de amostra eletroforese desnaturante 6X (sem agente redutor)

Tampao Tris-HCI 1,0 mM pH 6,8; 0,4 % SDS (P/V)....cccovvvieiiiiiiiiiiiee e, 700,00 uL
(€] [0 (o | 300,00 pL
ST 1 SO UPPTTPTTPPPP 100,00 mg
AZUl de BrOMOTFENOL. ... e e a e eas 120,00 mg
Tampao de amostra eletroforese desnaturante 6X (com agente redutor)

THIS=SDS Xttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e 4,00 mL
(€] [0 (o | T 3,00 mL
ST I 1 TSP TP 1,00 g
P2 11T =T o) (o =3 =1 g o | SRR 0,600 mL
Azul de bromofenOl..........coooiiiii 1,200 mg
AQUA dEIONIZAA USP....veveveeeeieteeeeceeeee ettt e et e et aeetesaesteete s eseene e 10 mL
Tampao de corrida eletroforese desnaturante 5X (solucéo estoque)

B IS o= LT 15,1049
(€11 T | = P PPPTTRPPPPPIN 94,00 g
ST 1 TSP 5009
AQUA JESHIA0A GeS. ettt e et et ee e et ettt e st e et e e e e e sreeanaaeas 1L

A solucédo de uso foi preparada no momento do uso por diluicdo 1:5 em agua Milli Q.

4.1.3.4 Zimografia

Gel Concentrador (4%)

SoluGEO0 de ACTIlamida 3090.......uuuuruuaeeieeee e 0,325 mL
TriS-HCI 0,5M, PH 6,8....eeiiiii i e e e e e e ee e 0,625 mL
AQUA JEIONIZATAL ...ttt 1,525 mL
SDS L0000, eiieeee e — i —rraaaaaaaaaaaaaaaaaaaaan 25,00 pyL
APS L0000, ettt e e e e e e e e e e e e e e e e a e annnn 12,50 uL
TEMED. ..ottt aaaaaaaan 4,00 yL
Gel Separador (8%)

SoluGa0o de ACHIlamida 30%0........uuuuuuneiiieiieeeeeeeeeee e e s e e e e e e e e eeeaeraanenn 2,00 mL
THS-HCI 1,5M, PH 8,8, ittt 1,87 mL
Y UE= e =Y o 172 o - VR 2,72 mL
Solucéo de gelatina (15mMQG/ML).....ueeiiiiee e 0,75 mL
SDS 1000, iiieeee e e —aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaas 75,00 pL
APS 1000, i et a e e e e e e e e e e e e e e e aa e anna 75,00 pL
TEMED. ..o et aaaaaaaaaaan 7,50 yL
Tampéo Tris-HCI 1M pH 7,4

LI ES o= LT 121,14 g
AQUA JEIONIZATA GuS.P. c.veeeee ettt ettt ettt ee e e e e 1L

O pH foi ajustado para 7,4 com solucdo de acido cloridrico 10 M e, em seguida, 0
volume completado com agua deionizada.
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Tampéo de lavagem

THS-HCI LM PH 7,4 et e e e e 25,00 mL
B I 0 ] T2 G 0 R 12,50 mL
Agua deiONIZA0A G.S.P. wvveeeeee ettt 500,00 mL
Tampao de desenvolvimento

THS-HCI LM PH 7,4 e e e e e e e e e e 10,00 mL
(0= T4 1301 1 PP 2,00 mL
NN =T 1 T 8,00 mL
Chaps 0,029 P/V....coeeeeeeeeeee et —————— 40,00 mg
AQUA JESHIA0A G.S. vttt ettt e st eae e 200,00 mL

4.1.3.5 Coloracéao de colbnias

Solugéo de cristal violeta 0,5% p/v
(O 151 ¢= IV Ao =7 - P 0,59
ELANOI 700 VIVttt a e 100 mL

4.1.3.6 Analise do ciclo celular por citometria de fluxo

Solucéo fluorocrémica hipotdnia de lodeto de Propidio (HFS)

ToTo L1 (o 3o [=TN o] £0] o1 Lo TSRS 5 mg
Citrato dE SOIO ...ttt a e e e 100 mg
THEON X 100 e e e e e e e et e e e et e ettt e s e e e e e e e e e eeeeennnnnen 0,5 mL
AQUA dESHIA0A ... +eveveeeeeeeeete ettt e ettt ae e e 100 mL

4.1.3.7 Solucgdes para gel de agarose

TAE 50 X

THIS DASE.. . 242,00 g
ACIHO ACELICO GIACIAL ... veeee et e e e et e e e e e e e eeaee s 57,10 mL
EDTA O,5M PH 8,0, . it e e e 100,00 mL
Agua deIONIZAA ... cveveeeeeeeteeieciee e ee ettt 1000,00 mL
Gel de agarose (1% p/v)

8 =1 {01 PP 0,709

AQUA JESHIATAL ...ttt 70,00 mL
I N =10 ) G PPN 0,70 mL

Tampé&o de corrida
TAE SOX.. i 14,00 mL
AQUA AESHIAAA 0.8 eeeeeeieieeeeeee e 700,00 mL

Solugéo de Brometo de Etidio
Brometo de €tidiO......ccooeeeie e 100,00 mg
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AgUa dEIONIZAA ... .veveeveeeeeeete ettt eeee, 10,00 mL
Tampao de amostra de DNA 6 X

Azul de bromofenol 0,05% (P/V)..eeeiviee o 5,0 mg
Xileno cyanol FF 0,05% (P/V)..ceeeeiriiiiiiiiiiie s e et e e e e e e e e eeeaannnees 5,0 mg
B (O O I Y o] 0 T 0,1 mL
EDTA B0 MM...iiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s s s nnnsnnrneeeeeees 1,2mL
GlICEIOI BOYD (V/V) .ttt 6,0 mL
AQUA JEIONIZAOA GuS. Pttt ettt e e eee s 10,00 mL

4.1.3.8 Western Blotting

Tampao de lise

B S O 1V o 0 25,00 uL
(@101 (=] (o K0 [SI=T0 Lo [0 TS XN Y, TR 15,00 uL
BI04 T2 0 R 30,00 pL
Ortovanadato de SOAI0 0,4MM.......ccccceeiiiiiiiiiire e 0,40 mg
Coquetel de inibidor (S8820 — SIgMA).......uuuuuiiriiiiiiiiiiieeee e 1,603 mg
AQUA dEIONIZAOA G.S.P. c.vveeeeeeeeee ettt ettt ettt e e 1,00 mL
Tampao Tris-Glicina 10x

IS 0= T TSP 30,09
] [Tox = 149,09
AQUA JEIONIZAA GSP....e.eeeeee ettt ettt ettt e et ee e st e e e e sae e aaeas 1L
Tampéao TBS 10X

THIS-BaASE. ...t 24,29
NACH ..ot a e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e n 80,09
AQUA JEIONIZATA GSP.....eeeee ettt et ee et ee et ese e 1L

O pH foi ajustado para 7,6 com HCI| 10 M e a solucao foi armazenada a 4°C.
Tris-Buffered Saline plus Tween 20 (TTBS)

LI =15 200 0 ) TP 100,0 mi

TWEEN 20 1,0 ml

AQUA AEIONIZATA 0.5 «eettiiiieieeiie it e et e e e e e e e e e e e e e e e s s e e bbb bbb e e e eeees 1L
Solugéo de bloqueio com albumina sérica bovina (BSA)

B S A e e e e e r e e e e e e e e nnr e e e e e e 2,50¢9
LI =230 T3 o PP PTTTT TP 50,00 mL
Solucéo de blogueio com leite desnatado

Leite €M PO deSNATAAOD ....coeviiiiiiiiiiiiii e 2,509
LI = 15 0 1570 o PPN 50,00 mL
Tampé&o de transferéncia

THIS=GHCING LOX..teeiiiiiieeeee ettt e e e e e e bbb e e 100 ml
IMBLAINOL. ...t e e e 200 ml
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4.1.3.9 Ensaio in vivo

Solucédo anestésica
(OS] =1 011 = 0 10 1 YT 10,0 mL
XIHBSINA 200, .. ettt e e e e e e e e e e e e e e et e e e esa e e e eaaeeeaaaaaaes 7,5 mL

4.1.4 Anticorpos e Kits

% Anticorpos priméarios monoclonais produzidos em coelhos:
-anti-AKt total e anti-fosfo-AKt (Ser473), anti-E-caderina, anti-Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, EUA.

% Anticorpos priméarios policlonais produzidos em coelhos:
-anti-p38 MAPK Total, anti-SAPK/JINK total e anti-fosfo-SAPK/INK (Thr183/Tyr185),
anti-N-caderina, Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, EUA.
-anti-p21, anti-p53, Abcam, Cambridge, Reino Unido

% Anticorpos primarios monoclonais produzidos em camundongos:
-anti-B Tubulin, anti-p16-ARC (C-3), anti-MITF, Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
Texas, EUA.

% Anticorpos priméarios policlonais produzidos em camundongos:
-anti- Fosfo- p38 (Thrl80/Tyr182), Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, EUA

< Anticorpos secundarios Horseradish Peroxidase (HRP) - conjugados:
-Anti- rabbit e Anti- mouse, Sigma- Aldrich, St Louis, EUA.

s Coquetel de inibidores para proteases
-SIGMAFAST® Protease Inhibitor Cocktail Tablets - Sigma- Aldrich, St Louis, EUA.
Componentes do kit e suas propriedades inibitérias especificas:

e AEBSF (4-(2-Aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride) inibe serino

proteases;

e EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) inibe metaloproteases;

e Bestatin inibe as aminopeptidases e alanil aminopeptidases;

e E-64 (N- (trans-Epoxisuccinil)-L-leucina 4-guanidinobutilamida) inibe as

cisteino proteases;
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e Leupeptina inibe as serino e cisteino proteases;

e Aprotinina inibe a tripsina e a elastase de leucocitos humanos.

% Kit para extracdo de RNA (PureLink® RNA Mini Kit) — Life Technologies,
Carlsbad, California, EUA.

+ Kit para a sintese de cDNA (High Capacity cDna Reverse Transcription Kits,

200 reactions) — Applied Biosystems, Foster City, California, EUA.

% Kit para PCR (Platinum® TAQ DNA Polymerase) — Invitrogen, Carlsbad,
Califérnia, EUA.

+ Kit Senescence B-galactosidase Staining - Cell Signaling Technology Inc.,
Boston, MA, EUA.

4.1.5 Principais Equipamentos

Agitador Magnético modelo 252 - Fizatron Equipamentos Elétricos para Laboratorio,

Sao Paulo, Brasil.

Balanca analitica Toledo — Gehaka Eletro-Eletrénicaltda, S&o Paulo, Brasil.
Banho Maria calibrado a 37°C; Bomba de Vacuo Diapump - Fanem, Sao Paulo, SP,

Brasil.

Bomba Aspirante modelo “H” - Nevoni Equipamentos Médicos e Odontolégicos,
Lapa, SP, Brasil.

Capela com fluxo laminar de ar ultra-filtrado - Veco do Brasil Industria & Companhia

de Equipamentos, Campinas, SP, Brasil.

Camera fotografica para microscopio Moticam 2500 - Motic Incorporation Ltd., Hong

Kong, China.
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Camera digital Canon modelo PC1428 para digitalizacdo de imagens de géis -

Canon Inc., Téquio, Japéo.

Centrifuga refrigerada, Sorvall ST 16R, equipada com rotor para placas modelo M-
20; Leitor de microplacas, Multiskan GO - ThermoScientific, San Jose, Califérnia,
EUA.

Citbmetro de Fluxo — FACscalibur Cytometer - Becton & Dickinson, San Diego
Califérnia, USA.

Estufa incubadora 37 °C, atmosfera controlada e contendo 5,0% CO2 (v/v) — Nuaire

Equipaments, Pymouth, Massachusetts, USA.

Fotodocumentador, ImageQuant™ LAS 4000 Biomolecular Imager — GE Healthcare,
Little Chalfont, Reino Unido.
Freezer a temperatura de -80 °C e Ultra-sonicador modelo FS-28H — Thermo

Scientific, San Jose, California, EUA.

Hemocitdmetro (cdmara de Neubauer) 0,0025 m2 x 0,100 mm de profundidade
FORTUNA®, Berlim, Alemanha.

Medidor de pH modelo NT-PH2 - Novatécnica Equipamentos para Laboratorios,
Piracicaba, SP, Brasil, equipado com eletrodo modelo V-620 C — Analion Aparelhos

& Sensores Ind. & Com., Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil.

Microscopios opticos OLYMPUS BX451, OLYMPUS CX4IRE, OLYMPUS BX41,
OLYMPUS CX41. Metrimpex, Hungria.

Nanodrop NanoVue Plus Spectrophotometer - GE Healthcare, Little Chalfont, Reino
Unido. Refrigerador ajustado a temperatura de +4°C; freezer a temperatura de —
20°C Consul-Multibras Eletrodomésticos S/A, Sao Bernardo do Campo, Brasil.
Termociclador MiniCycler PTC-150 Thermal Cycler — MJ Research, Waltham, EUA.
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Sistema de eletroforese, de transferéncia semi-seca e fonte de energia, Protein

Electrophoresis and Blotting — Bio Rad Laboratories, Hercules, California, EUA.

4.1.6 Diversos

Agulhas e seringas descartaveis - INJEX Industrias Cirdrgicas, LTDA., Ourinhos,

Brasil.

Botijdo de CO: e de nitrogénio de 25 kg de gas acoplado ao sistema de ultrafiltracédo
- Air Liquide Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil

Garrafas (25 e 75 cm2) e placas (6, 12, 24 e 96 pocos) de poliestireno para cultura
celular - KASVI, Curitiba, Brasil.

Laminas e laminulas - INVICTA, Sao Paulo, Brasil

Material cirdrgico (Pincgas, tesouras e bisturis) - Procare — Cirurgica, Belo Horizonte,
MG.

Membrana de PVDF (Fluoreto de polivinilideno), Immobilon®-P Membrane poro de
0,45um - EMD Millipore Corporation, Billerica, Massachusetts, EUA.

Membranas filtrantes de nitrato de celulose, com 0,45 um e 0,22 uym de didmetro de
poro - Millipore Corporation, Bedford, MA, EUA.

Microtubos tipo eppendorf de 0,6; 1,5 e 2,0 mL — Axygen Scientific, California, EUA.

Pipetadores automaticos com capacidade maxima de 2, 20, 200 e 1000 uyL -

FisherBrand, ThermoFisher Scientific, San Jose, California, EUA.

Tubos de polipropileno, com fundo conico, de 15 e 50 mL de capacidade e dotados
de tampa rosqueéavel - Quimex Corning Incorporated, New York, NY, EUA
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Vidrarias (Béqueres, Ehrlenmeyers, Funis, Pipetas graduadas, Provetas,
Quitassatos, Baldes volumétricos e Tubos de ensaio com 14 X 1 cm de dimensdes) -

Vidrolabor-Thermex Astra Brasil Ind. Vidros, F. Vasconcelos, SP, Brasil.

4.1.7 Programas computacionais

FlowJo versédo 7.6.5 para analise dos dados de citometria de fluxo — TreeStar Inc.,
Ashland, EUA.

GraphPadPrism versédo 5.0 — para analise de resultados em forma gréfica e testes
estatisticos. GraphPad Software. La Jolla, California, EUA.

ImageJ versao 1.46 — para analise densitométrica de bandas e contagem do niamero

de células em imagens. National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA.

Motic Image Plus 2.0 — software utilizado para aquisicdo de imagens em culturas

celulares. Motic, Xiamen, China.
TScratch — CSE Lab, Zurique, Suicga.
4.2 Métodos
4.2.1 Obtencéo da fragdo CMS2 do latex de V. cundinamarcensis
4.2.1.1 Coleta, secagem e armazenamento do latex
A partir de incisdes com cerca de 0,2 cm de profundidade feitas no epicarpo
de frutos imaturos da espécie Vasconcellea cundinamarcensis, foi realizada a coleta
do latex exudado em tubos de polipropileno, sendo armazenado a -20°C.

Posteriormente, o latex foi liofiizado e armazenado novamente nessa mesma

temperatura até seu processamento (Baeza et al., 1990).
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4.2.1.2 Preparacéo do latex para cromatografia de gel filtracéo

Para a separacdo cromatogréfica do latex liofilizado foram dissolvidos 15,0 g
em 75,0 mL de solugdo tampéo de ativagao (item 4.1.3.1). A mistura foi, entéo,
agitada durante 30 min e centrifugada (9.000 x g) durante 10 min a 4°C. O
sobrenadante foi filtrado sendo repetido este procedimento com o residuo,
utilizando-se 25,0 mL do tampé&o de ativagao. O filtrado foi aplicado em uma coluna
contendo resina Sephadex G-10, apoés ter sido equilibrada com tampé&o acetato de
sodio 1,0 M pH 5,0 (item 4.1.3.1) (Teixeira et al., 2008).

As fracOes coletadas foram submetidas a determinacdo da absorbancia a 280
nm. De acordo com o perfil protéico obtido, as fracbes que compunham o primeiro
pico foram reunidas, originando a amostra P1G10, e as correspondentes ao
segundo pico, P2G10. A amostra P1G10 foi concentrada e, entdo, determinado a

concentracdo protéica total e a atividade amidasica especifica.

4.2.1.3 Purificagdo em resina CM Sephadex C-25

Para purificacdo cromatografica da fracdo P1G10, os grupos tidlicos das
proteases que a compde foram bloqueados reversivelmente com para-
hidroximercuribenzdico acido (pOHMB) na propor¢édo de 1 M da fracdo para 10 M do
inibidor. Foram utilizados como parametros para calculo da molaridade a
concentracdo total de proteinas e um valor médio do peso molecular das proteases
de 23 KDa. Apds incubacéo por 30 min, a solucdo foi submetida a didlise durante 48
h contra tampé&o acetato 0,1 M pH 5,0 (item 4.1.3.1). A solugéo resultante foi, entao,
aplicada a uma coluna contendo a resina CM Sephadex C-25, previamente
equilibrada com 0,1 M de acetato de sédio. As proteinas foram eluidas, com um
fluxo constante de 0,5 mL/min, contra gradiente linear, entre 0,1 e 1,2 M de acetato
de sddio, e as fracdes obtidas foram agrupadas conforme o perfil protéico, medido
em 280 nm, e a atividade amidasica (item 4.2.1.5) correspondendo aos trés picos
cromatograficos denominados de CMS-1, CMS-2 e CMS-3 (Teixeira et al., 2008). Os
eluatos correspondentes a CMS2 foram reunidos e submetidos a determinagcdo da
concentracdo protéica e da atividade amidasica.
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4.2.1.4 Determinacao da concentracao protéica

A concentracdo protéica foi determinada pelo método de Bradford (Bradford,
1976). Para isso, utilizou-se volumes entre 1,0 e 10,0 uyL das amostras que foram
completados para 10,0 yL com agua deionizada. Em seguida foram adicionados 190
ML da solugédo de Bradford, permanecendo em incubagao por 15 min até a leitura da
densidade 6tica em 595 nm. Para os calculos das concentracbes protéicas foi
realizada uma curva padrdo utilizando albumina sérica bovina (BSA) nas

concentracoes entre 0,5 e 10,0 pg/uL.

4.2.1.5 Determinacao da atividade amidasica

A atividade amidasica das fracdes foi determinada com o substrato sintético
BAPNA (Baeza et al., 1990). Na determinacdo da atividade amidasica especifica, 5
Mg das fragdes foram incubados a 37°C com 1,0 mL do tampéo de incubacao para
atividade amidasica (item 4.1.3.1). Apés surgimento de uma cor amarela, a reacao
foi paralisada com 60 pL de solucdo de acido acético 60% (v/v). A determinacédo da
concentracdo molar de para-nitro-anilida liberada (produto da reacado) foi feita
através da leitura em 405 nm e sua relacdo com o coeficiente de extingdo molar
desta substancia, que é 8800 M.cm™. A atividade amidasica especifica foi expressa
em concentracdo molar de produto formado por unidade de massa da enzima em

um determinado tempo, mais especificamente, nM produto x min x yg* enzima.

4.2.2 Ensaios bioldgicos in vitro

4.2.2.1 Cultivo celular

As células B16F10, melanoma murino metastético, cujo registro no American
Type Culture Collection (ATCC) é CRL-6475, foram cultivadas em meio RPMI 1640,
pH 7,4 contendo 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), sendo mantidas em frascos
de cultivo em estufa de cultura a 37°C com atmosfera imida e 5% (v/v) de CO2. Ao
atingirem aproximadamente 80% de confluéncia, foram realizados subcultivos para

0S ensaios bioldgicos.
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Para isso, o meio de cultivo foi removido, as células foram lavadas com 2,0
mL de solucdo PBS/EDTA pH 7,4 (item 4.1.3.2), aspirando-a logo em seguida.
Colocou-se 0,5 mL de solucdo ATV (solucéo de tripsina 0,2% e versene 0,02%), que
foi inativada apos completo desprendimento das células com 1,5 mL do meio RPMI
1640 a 10 % (v/v) de SFB. Obteve-se, entdo, uma suspensao celular que, ap6s
contagem, foi ajustada a densidade celular apropriada para a realizacdo dos
experimentos. A viabilidade celular foi determinada pela exclusédo de células coradas
com solucao de azul de tripano (item 4.1.3.2).

O estoque das células viaveis foi realizado pelo congelamento de aliquotas de
1mL da linhagem celular (em 25% SFB e 10% DMSO) acondicionadas em criotubos,

gue foram mantidos em nitrogénio liquido.

4.2.2.2 Exposicéo das células B16F10 a CMS2

As células foram semeadas em frascos de cultivo de 75 cm?, 1x10°
células/mL ou 1x10* células/mL, para serem expostas a subfracdo CMS2 durante 2
dias ou 6 e 8 dias, respectivamente. Apés 24h de adeséo nos frascos, as células
foram expostas a CMS2 (1, 5 ou 10 pg/ml) diluida em meio RPMI 1640 contendo 5%
(v/v) de SFB. As células controles permaneceram sem tratamento, sendo mantidas
em meio RPMI 1640 contendo 5% (v/v) de SFB. Em todos os grupos celulares foram
realizadas trocas do meio de cultivo a cada 72h.

Apés cada periodo de tratamento as células controles e tratadas com CMS2 1
pug/ml permaneceram aderidas a superficie do frasco de cultivo, entdo, foram
lavadas com PBS/EDTA pH 7,4 (item 4.1.3.2) e suspensas em uma solucdo de
tripsina, que foi inativada com RPMI 1640/SFB 5%. Por outro lado, apds os
diferentes periodos as células tratadas com CMS2 5 ou 10 pg/ml estavam em
suspensao, por isso, foram centrifugadas a 1000 rpm durante 1 minuto para retirar
as células da presenca das proteases. Por fim, todas as células foram distribuidas,

conforme os diferentes protocolos experimentais descritos a seguir.

4.2.2.3 Determinacgéo da viabilidade celular
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As células B16F10 foram semeadas em placas de 96 cavidades (3x103
células/cavidade). Apos adesao das ceélulas foi adicionado ao meio 10 puL de uma
solucédo de resazurina (10 mg/ml) e, depois de 4 h de incubacéo, foi realizada a
leitura espectrofotométrica a 570 e 600 nm (Rampersad et al., 2012). A diferenca
entre os valores de densidades 6ticas (D.O.) foi realizada para o calculo da
viabilidade celular. Os resultados foram expressos como porcentagem de células

viaveis, considerando o controle (RPMI/FBS 5%) como 100% de viabilidade.

4.2.2.4 Avaliacao do contetdo de melanina

Para a quantificacdo de melanina as células foram semeadas em placas de 6
cavidades (4x10° células/cavidade) em meio RPMI 1640 contendo 5% (v/v) de SFB
e deixadas em condi¢des de adesao por 20h. Logo apés, foram lavadas duas vezes
com PBS pH 7,4 e depois, lisadas com 170 yL de NaOH 1M. Os lisados foram
incubados a 80°C por 2h e submetidos a sonicacdo por 15 min. A absorbancia foi
determinada a 405 nm e o conteddo de melanina determinado utilizando uma curva-
padrdo de melanina sintética (SIGMA) (Lehraiki et al., 2014). Os resultados foram
expressos como % de melanina em relacdo ao controle (100%), apos normalizacao

pela concentracéo protéica.

4.2.2.5 Determinacgéo da atividade da enzima tirosinase

As células foram semeadas em placas de 6 cavidades (4x10°
células/cavidade) em meio RPMI 1640 contendo 5% (v/v) de SFB e deixadas em
condicbes de adesao por 20h. Apds isso, foram lavadas duas vezes com PBS pH
7,4 e depois lisadas com 170 yL de PBS pH 7,4 com 0,1% de Triton X-100. O lisado
foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 min a 4°C e 70 uL do sobrenadante foi misturado
com 100 pL da solugdo contendo o substrato Di-hidroxifenilalanina (L-dopa - 2 mg/ml
em PBS pH 7,4). A reacdo enzimatica foi realizada durante 2h a 37°C e a leitura da
absorbancia foi medida a 490 nm (Guo et al., 2012). Os resultados foram expressos
como % de atividade de tirosinase em relacdo ao controle (100%), apds

normalizag&o pela concentragéo protéica.
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4.2.2.6 Morfologia celular

As células foram semeadas em placas de 24 cavidades (2x10%
células/cavidade), contendo laminulas de vidro circulares. Apos adesao das células,
as laminulas foram lavadas com PBS pH 7,4, secas a temperatura ambiente e
coradas por May-Griwald e Giemsa, conforme protocolo de rotina do Laboratoério de
Inflamacé&o e Dor, Departamento de Farmacologia, ICB.

Para isso, as laminulas foram cobertas com 20 gotas May-Grinwald por trés
minutos, e entdo, acrescentou-se vinte gotas de agua destilada. Ap6s um minuto, a
mistura foi descartada e vinte gotas do corante Giemsa foram adicionadas, e
deixadas por quinze minutos. Ao final, descartou-se o corante e as laminulas foram
lavadas em &gua corrente e secas a temperatura ambiente. Ap6s a secagem as
laminulas foram montadas em laminas para microscopia e as células foram
observadas em microscopio Optico, aumento total de 100x. O namero de células
contendo ou ndo prolongamentos dendriticos foi determinado, pela contagem total
de trezentas células em cinco campos distintos da mesma laminula, sendo feitas

trés laminulas por grupo (Wang et al., 2015).

4.2.2.7 Ciclo celular

As células B16F10 foram semeadas em placas de 24 cavidades (8x10*
células/cavidade) em meio RPMI 1640 contendo 5% (v/v) de SFB. Apds adesao
foram suspensas em um total de 300 yL de uma solugdo fluorocrémica hipotdnica
(HFS item 4.1.3.6). Ap6s 30 min de incubacdo a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz, a fluorescéncia dos nucleos foi mensurada por citometria de fluxo (FACScan,
BD) (Riccardi & Nicoletti, 2006). Todos os dados foram analisados no software
FlowJo 7.6.5.

4.2.2.8 Senescéncia celular
A senescéncia celular foi avaliada pela determinacdo da atividade de [-

Galactosidase por método colorimétrico, utilizando o kit Senescence f-

Galactosidase Staining (Cell Signaling). Para isso, as células foram semeadas em
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placas de 6 cavidades (2x10° células/cavidade) em meio RPMI 1640 contendo 5%
(v/v) de SFB e incubadas em condicbes de adesdo. Como controle positivo de
atividade de B- Galactosidase foi utilizado H202 10 pM, sendo as células expostas a
esta solucdo por 1h. Em seguida, todas as células foram lavadas com PBS pH 7,4,
fixadas com solucdo fornecida pelo fabricante durante 15 min a temperatura
ambiente e, novamente, lavadas duas vezes com PBS. Depois disso, acrescentou-
se as placas a solucdo de coloragdao da (- Galactosidase pH 6,0, que foram
incubadas overnight a 37°C, na auséncia de CO2. ApOs esse periodo, as células
foram observadas no microscépio, sendo a atividade de [- Galactosidase
caracterizada pelo desenvolvimento de coloragédo azul no interior da célula (Debacq-
Chainiaux et al., 2009). Por fim, as células foram contadas em trés campos distintos
de cada poco, em aumento total de 200x. Os resultados foram expressos como a
média do numero total de células positivas por campo.

4.2.2.9 Avaliacéo de eventos relacionados ao desenvolvimento tumoral

4.2.2.9.1 Migracéo celular

As células B16F10, previamente tratadas, foram semeadas em placas de
cultivo de 24 cavidades (1x10° células/cavidade) em meio RPMI 1640 contendo 5%
(v/v) de SFB e incubadas até atingirem a confluéncia. Posteriormente, foi realizada
uma ranhura em linha reta na monocamada celular, com auxilio de uma ponteira de
pipeta P2, a fim de se mimetizar uma lesédo. Apoés isso, a monocamada foi lavada
duas vezes com meio de cultivo RPMI e, entdo, as células foram incubadas com
meio RPMI/SFB 5% durante 48h. Para acompanhar o fechamento da fenda,
imagens foram adquiridas por uma camera acoplada a um microscopio invertido nos
tempos 0, 6, 24 e 48 h, apds realizacdo da ranhura (Kovacs et al., 2016). Com intuito
de eliminar o efeito da proliferacédo celular no fechamento da lesédo, Hidroxiareia (500
MM), um inibidor de ribonucleotideo redutase (Crona et al., 2016), foi adicionado ao
meio de cultura. As imagens obtidas foram analisadas pelo programa TScratch e os
resultados expressos como porcentagem de fechamento da lesdo em relacdo a

medida no tempo TO.
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4.2.2.9.2 Invasao celular

A invasao celular foi investigada em um modelo de Transwell (Kit Milipore). As
células (1x10°) foram suspensas em meio livre de SFB e 250 pL dessa suspensio
celular foram transferidos para o compartimento superior de camaras, cujas
superficies sdo de membranas com poros de 8 um, revestidas com colageno. Em
cada cavidade foram acrescentados 500 yL de meio RPMI 1640 a 10 % (v/v) de SFB
e 0 poco transwell colocado em contato com esse meio, criando um gradiente de
concentracdo favoravel a migracdo de células. As placas foram incubadas em estufa
5 % (v/v) de CO2 e 37 °C, por 40 h. Ao final, 0 meio de cultivo foi removido e as
células presentes foram coradas com uma solucdo de cristal violeta 0,5% p/v. Apés
a extracdo do corante com 200 pl de solugcao fornecida pelo fabricante foi feita a

leitura espectrofotométrica a 560 nm (Labelle-Coté et al., 2011).

4.2.2.9.3 Atividade de metaloproteinases de matriz extracelular

A atividade das metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs) foi analisada
no sobrenadante das culturas celulares, por meio da técnica de zimografia. Para
isso, primeiramente foi determinada a concentracdo protéica como no item 4.2.1.4.
Posteriormente, 10 ug de proteina de cada amostra, acompanhadas de padrdo de
peso molecular, foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 7,5%,
contendo 1 mg/mL de gelatina. A eletroforese foi desenvolvida a 90 V durante 90
min, em seguida, o gel foi incubado por 40 min em tamp&o de lavagem (item 4.1.3.4)
para remocdao do SDS. Posteriormente, o gel foi incubado com tampéo de
desenvolvimento (item 4.1.3.4) por 18 h e depois disso, foi corado em solucéo de
Azul de Coomassie 0,5% p/v, por 15 min. A atividade de quebra da estrutura da
gelatina pelas MMPs no gel, foi identificada como areas de protedlise em um fundo
azul. A guantificacdo foi feita por densitometria, com auxilio do software ImageJ®
1.46 (Hu & Beeton, 2010). Os resultados foram expressos como porcentagem de
atividade total de MMPs, em relagéo ao controle (RPMI/SFB 5%).
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4.2.2.9.4 Formacao de colbnias

As células foram semeadas em placas de 6 cavidades (200 células/cavidade).
Apos 10 dias, o meio de cultura foi removido e as cavidades foram lavadas duas
vezes com solucéo de PBS pH 7,4 e coradas com solucéo de cristal violeta 0,5% p/v
em etanol 70% (item 4.1.3.5) durante 1 h. Posteriormente, os pocos foram lavados
com A&gua destilada para retirar o excesso de corante e deixados secar a
temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a contagem das colbnias (com
mais de 50 células) e obtidas imagens por uma camera acoplada a um microscopio
invertido (Franken et al., 2006).

4.2.2.10 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

4.2.2.10.1 Extracdo de RNA total

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando-se o kit PureLink® RNA, Life
Technologies. As amostras foram lisadas e homogeneizadas na presenca de
isotiocianato de guanidina, um sal caotrépico capaz de proteger o RNA de RNAses
endogenas. Apoés a homogeneizacdo, adicionou-se etanol a amostra.
Posteriormente, a amostra foi colocada em um cartucho contendo uma membrana a
base de silica, a qual o RNA ¢ ligado. O RNA purificado foi eluido em agua isenta de

RNase e armazenado no freezer -80°C.

4.2.2.10.2 Transcricao reversa

O RNA total foi utilizado para a sintese de DNA complementar (CDNA),
utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription, Applied Biosystems®.
Para isso, a quantidade de RNA presente em cada amostra foi determinada com o
auxilio do aparelho NanoDrop e o volume referente a 5 ug foi colocado no tubo de
reacdo. A reagéao foi realizada num volume final de 10 pL utilizando-se 5 pg de RNA
total; 2 yL de tampao Reverse Transcription (RT) 10X; 0,8 yL de dNTP mix (100
mM); Primers aleatérios 10X 2 uL; Transcriptase reversa 1 uL (50 U/uL); agua livre

de nucleases 4,2 pL. O cDNA foi sintetizado em termociclador e a reacéo realizada a
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uma temperatura de 25°C por 10 minutos, seguidos de 120 minutos a 37°C,

finalizando com 85°C por 5 minutos. Os cDNAs foram, entéo, estocados a - 20°C.

4.2.2.10.3 Amplificagao de fragmentos de DNA por PCR convencional

As amplificacdes de cDNAs foram realizadas utilizando o kit Platinum Taq
DNA Polimerase, dNTPs mix (Life Technologies) e oligo primers especificos
sintetizados para amplificar cONAs de primers especificos para os genes Tirosinase,
TYRP-1 e TYRP-2. A expressao génica desses primers foi normalizada pela
expressdo do GAPDH, gene expresso constitutivamente. As sequéncias dos
oligonucleotideos especificos para cada gene estdo descritas na Tabela 1 (apéndice
B).

A mistura da reagcdo de PCR foi composta de: 2 pyL tampéo 10 X; 1,0 uL
MgCl2 (50 mM); 0,5 uL da solugdo de dNTP (10 mM); 0,5 uL primer (Oligo senso);
0,5 L primer (Oligo antisenso); 0,5 uL cDNA; 0,1 pyL de Taq DNA polimerase (5
U/uL) para volume final de 20 yL em H20 livre de nucleases. Além disso, em todas
as PCRs foram incluidos como controle negativo, reacdes sem a adicdo de cDNA,
para garantir que os reagentes utilizados estavam livres de contaminacdo. As
condi¢des térmicas utilizadas na PCR se encontram na Tabela 2 (apéndice B).

Apbés o término das reacdes, a quantificacdo da expressdo génica foi
realizada ao submeter os produtos da PCR (10 pL) a técnica de eletroforese em gel
de agarose 1% (p/v) (Sambrook & Russell, 2001). Os géis foram preparados na
presenca de solucdo TAE 1X (item 4.1.3.7) e as amostras foram diluidas em tampé&o
de amostra de DNA 6 X (item 4.1.3.7). As eletroforeses foram realizadas
horizontalmente, sob voltagem constante de 85 V durante 1 h. Apés a corrida, o gel
foi colocado em solucdo de brometo de etidio (item 4.1.3.7) por 10 minutos,
possibilitando a sua ligacdo ao DNA. As bandas foram entdo visualizadas em
transiluminador sob luz ultravioleta (UV) e a imagem capturada por um sistema
automatico Kodak. Posteriormente, foi realizada a analise quantitativa dos géeis com
auxilio do software ImageJ®. Os resultados foram normalizados, através da razédo
dos valores obtidos na amplificagédo dos genes para Tirosinase, TYRP-1 e -2 pelos
valores da amplificagdo do GAPDH.
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4.2.2.11 Western Blotting

Células B16F10 cultivadas e obtidas conforme os itens 4.2.2.1 e 4.2.2.2 foram
lavadas com PBS pH 7,4 e submetidas a extracdo de proteinas totais com tampéao
de lise celular (item 4.1.3.8). As amostras foram incubadas por 30 min, sob agitacao
em gelo e depois foram submetidas a centrifugacdo a 14.000 x g a 4°C. Os
sobrenadantes foram recolhidos e estocados a -80°C até serem utilizados para
Western Blotting.

A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida 10% a 100 V por 90
minutos, usando 70 ug (para avaliar E- ou N-caderina) ou 30 ug (para avaliar demais
proteinas) de proteinas totais do lisado celular. Apds a eletroforese, o gel foi
incubado a temperatura ambiente durante 10 min com o tampéo de transferéncia
(tem 4.1.3.8). Concomitantemente, uma membrana de fluoreto de polivinilideno
(PVDF), de mesma dimensao do gel, foi ativada em metanol absoluto por 20 seg e
depois incubada, juntamente com 2 papéis de filtro de iguais dimensdes, nas
mesmas condi¢cdes descritas para o gel.

Para possibilitar a transferéncia das proteinas do gel para a membrana o
“sandwich” foi montado com o gel e a membrana envoltos pelos papéis de filtro. A
transferéncia foi executada durante 30 min, em 25 V de tensédo usando a célula de
transferéncia semi-seca. Em seguida, para bloqueio dos sitios inespecificos, a
membrana foi incubada na solucéo de bloqueio (item 4.1.3.8) por 1 h a 4°C. Depois,
lavou-se a membrana por trés vezes de 5 min em TTBS (item 4.1.3.8), seguindo-se
a incubacdo a 4°C overnight com os anticorpos primarios, cujas diluicdes estao
apresentadas na tabela 3 (apéndice C).

Posteriormente, as membranas foram lavadas por trés vezes de 5 min em
TTBS (item 4.1.3.8) e incubadas por 2 h, a temperatura ambiente, na presenca do
anticorpo secundario anti-IgG especifico peroxidase-conjugado. Em seguida, lavou-
se novamente a membrana por 3 vezes de 5 min em TTBS, e procedeu-se a
revelacdo por quimioluminescéncia utilizando o Luminata Forte (Millipore®) como
substrato. Apos adicdo do reagente, as membranas foram digitalizadas em
fotodocumentador (ImageQuant™ LAS 4000) e a densidade das bandas analisadas
com auxilio do software ImageJ 1.46.
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4.2.3 Ensaio bioldgico in vivo

4.2.3.1 Avaliacao da colonizacdo pulmonar

As células B16F10 foram previamente expostas a CMS2 por 6 dias, conforme
o item 4.2.2.2 e, posteriormente, foram inoculadas (5x105 células viaveis /100uL de
PBS) na veia caudal de camundongos C57BL6 (n= 10 animais/grupo). Quinze dias
apos o inéculo foi feita a eutdnasia dos animais com sobredose de solucdo
anestésica (Cetamina 10%/xilazina 2% item 4.1.3.9) e realizada a contagem visual

do namero de colbénias pulmonares (Liu et al., 2018).

4.2.4 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + e.p.m. e considerados
significativos, quando valores de p foram menores que 0,05. Os resultados foram
analisados no programa GraphPrism 5.0, usando a analise de variancia One-way
ANOVA, seguida do teste de Student-Newman-Keuls para comparagdo entre os
grupos. Excepcionalmente, as comparacdes com o grupo controle, na avaliacdo do
ciclo celular, foram realizadas pela analise de variancia Two-way-ANOVA, seguida

do teste de Bonferroni.
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5 RESULTADOS

Neste trabalho, primeiramente, com intuito de avaliar a influéncia da
subfracdo proteolitica CMS2 sobre a viabilidade das células B16F10 foi determinada
a metabolizacdo pelas células do sal de resazurina. Posteriormente, foi avaliado o
efeito de CMS2 sobre a melanogénese em B16F10 determinando o contetddo de
melanina, a atividade de tirosinase e a expressdo de proteinas e genes envolvidos
neste processo. Em seguida, foi analisado o efeito de CMS2 sobre a morfologia e a
progressao do ciclo celular em B16F10. Para melhor caracterizar o efeito de CMS2
sobre o ciclo celular, avaliou-se a expressao de proteinas reguladoras desse ciclo.
Por ter sido observado a parada do ciclo celular em G1, avaliou-se a ocorréncia de
senescéncia, determinando a atividade da [(3-galactosidase. Em seguida, foi avaliado
0 comportamento das células B16F10 em eventos relacionados ao desenvolvimento
tumoral como a migracdo e invasao celular. Visto a inibicdo de CMS2 sobre estes
eventos, foi avaliada a participacdo das proteinas E- e N-caderinas neste efeito da
subfracdo. Diante da menor capacidade migratéria e invasora, avaliou-se 0
estabelecimento de colonias in vitro pelas células B16F10. A fim de investigar
provaveis mecanismos de acéo da subfracao, foi determinada a ativacdo das vias de
sinalizacdo das MAPKs e da PI3K/AKT. Por fim, por ter sido observada a inibicao de
CMS2 sobre vérias estapas da tumorigénese, in vitro, avaliou-se a capacidade das
células B16F10 pré-expostas a subfracdo em colonizarem o0s pulmdes de

camundongos C57BL/6.

5.1 Obtencdao e caracterizagcdo da subfracdo CMS2

A purificacdo cromatografica de P1G10 em coluna contendo resina de troca
catibnica CM-Sephadex resulta na separacdo de quatro picos (CMS-0 a CMS-3)
(figura 1 A) de acordo com o perfil protéico (absorbancia 280 nm), sendo CMS-1 e
CMS-2 os que concentram a maior quantidade de proteinas. As bandas protéicas
dessas subfracbes foram evidenciadas em gel de poliacrilamida, representado na
figura 1 B, que mostrou a presenca mais abundante de proteinas com massa relativa
ao redor de 23 a 27k Da. A atividade amidéasica obtida para CMS1 foi de 304



62

nM.min-t. ug* e para CMS2 de 132 nM.min-1.ug!, sendo as concentracdes protéicas

de 55 e de 44 mg/mL, respectivamente.
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Figura 1. Perfil cromatografico e caracterizacdo de subfracbes do latex de V.
cundinamarcensis. Uma solucdo de P1G10 contendo 5 g de proteinas foi aplicada em
coluna de troca ibnica, CM-Sephadex e eluida em gradiente de acetato de sodio 0,1 M,
com fluxo de 0,5 mL/min. A- Fragbes de 5 mL foram coletadas para determinacdo do
perfil protéico (absorbancia a 280 nm) e atividade amidasica total, conforme descrito na
metodologia (item 4.1). B- Perfil eletroforético das subfracoes CMS1-3 em gel SDS/PAGE
12% em condi¢cbes desnaturantes. Trinta microgramos de cada amostra foram aplicados.
Canaletas 1: padrdo de peso molecular, 2: CMS-1, 3: CMS-2, 4: CMS3.

5.2 Efeito de CMS2 sobre a viabilidade celular

Inicialmente as células B16F10 foram cultivadas e expostas a 1, 5 ou 10
ug/mL da subfracdo CMS2, por 2, 6 ou 8 dias, conforme os itens 4.2.2.1 e 4.2.2.2.
As concentracdes da amostra foram definidas com base na concentracdo citotoxica
de CMS2, para 50% da populacéo celular, que é igual a 10 ug/ml (Apéndice D), ja o
periodo de exposicdo foi baseado em dados de Alcazar et al. (2012). ApoOs esta
exposicdo as células foram retiradas da presenca da subfracdo e colocadas em
condicOes de adesao em placas de cultivo para realizacéo dos ensaios.

Primeiramente, foi determinada a viabilidade celular pela metabolizacdo do
sal de rezasurina. A figura 2 mostra que apesar de CMS2 alterar significativamente a
viabilidade (p<0,0001), a redugdo nado foi maior que 14% em relacdo as células
controle, consideradas como 100% viaveis (ANOVA, pos-teste Student-Newman-

Keuls).
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Figura 2: Viabilidade de células B16F10, apds exposicdo a CMS2. As células B161F10
foram expostas a CMS2 por 2 a 8 dias em frascos de cultivo conforme o item 4.2.2.2. Apés
cada periodo foram semeadas (1x10° células/poco) em placas de 96 cavidades e, depois de
aderidas, a viabilidade celular foi avaliada, por meio da metabolizac&o do sal de resazurina e
leitura espectrofotométrica a 570/600 nm. Cada coluna representa a porcentagem média *
e.p.m de viabilidade celular em cada grupo. Resultados estatisticamente diferentes em
relagdo ao controle - ** p< 0,001 e ***p< 0,0001 (ANOVA, pos-teste Student-Newman-
Keuls).

5.3 Efeito de CMS2 sobre a melanogénese

Uma vez sabido que a melanogénese pode alterar o comportamento das
células de melanoma, realizou-se a determinacdo do conteddo de melanina nas
células B16F10, apos 2 a 8 dias de exposig¢ao a subfragdo CMS2 (1 a 10 yg/mL).
Para essa determinacdo uma curva-padrdo de melanina sintética foi estabelecida
conforme mostra o Apéndice F.

Na figura 3 é possivel observar um aumento significativo no conteudo de
melanina nas células tratadas em relacdo ao controle. Esse estimulo ocorreu nas
concentracoes de 5 ou 10 ug/mL de CMS2 e foi maior no periodo de 6 dias, no qual
houve um aumento de 73% (173 £ 17,6%, p<0,001) e 96% (196 = 16,5%, p<0,001),

respectivamente (ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls).
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Figura 3: Contelddo de melanina em células B16F10 expostas a CMS2. As células
B16F10, previamente tratadas com CMS2 por 2, 6 e 8 dias foram semeadas em placas de 6
pocos (4x10° células/poco). Apods adesdo foi realizada a lise celular com NAOH 1M,
incubacdo do lisado durante 2h a 80° C e sonicacdo por 15 min. Em seguida, foi feita a
leitura espectrofotométrica a 405 nm. Cada coluna representa a porcentagem média do
contetdo de melanina + e.p.m em cada grupo. Resultados estatisticamente diferentes em
relagdo ao controle - ** p< 0,001 e ***p< 0,0001 (ANOVA, poés-teste Student-Newman-
Keuls).

Aliado ao aumento do contetudo de melanina a figura 4 mostra o estimulo da
atividade de tirosinase observado, apés a exposicao das células B16F10 a CMS2, 5
ou 10 pg/mL. Ainda é possivel observar que a maior atividade dessa enzima
também ocorreu no periodo de 6 dias, apos expor as células a CMS2 10 pg/mL (164
+ 1,9), em comparacao a atividade enzimatica mostrada pelas células controles (100
+ 1,0 %, p<0,0001, ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls). Também se
observou que, apos 6 dias de tratamento a menor concentracdo de CMS2, 1 ug/mL,

foi capaz de estimular a atividade de tirosinase em 19% (119 + 17,6%).
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Figura 4: Atividade de tirosinase em células B16F10 expostas a CMS2. As células
B16F10, foram previamente expostas a CMS2 por 2, 6 e 8 dias conforme o item 4.2.2.2. Os
lisados celulares foram incubados com solucdo de L-DOPA (2mg/ml) por 2h a 37° C, e, em
seguida, foi feita a leitura espectrofotométrica a 490 nm. Cada coluna representa a
porcentagem média da atividade de tirosinase + e.p.m em cada grupo. Resultados
estatisticamente diferentes em relacdo ao controle - * p< 0,05; ** p< 0,001 e ***p< 0,0001
(ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls).

Uma vez que o efeito méximo de CMS2 sobre a viabilidade celular e a
melanogénese ocorreu, a partir do sexto dia de exposicdo a subfracdo e,
principalmente, nas concentracdes de 5 e 10 ug/mL, estes parametros foram

utilizados no seguimento deste estudo.

5.4 Efeito de CMS2 sobre a expressdo de proteinas e genes envolvidos na
melanogénese

O proximo passo foi avaliar a expresséo protéica do Fator de Transcricdo
associado a Microftalmia (MITF). Para isso as células B16F10 foram expostas a

subfracdo durante 6 dias (item 4.2.2.2) e submetidas a lise celular (item 4.2.2.11).
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Apés a realizagdo do Western Blotting, foi possivel observar que as células
previamente expostas a CMS2 5 ou 10 pg/mL tiveram uma reducéo de 66 (0,3 = 0,0
p<0,05) e 60% (0,4 + 0,0 p<0,05), respectivamente, na expressao de MITF ambos
relativos ao controle (1,0 = 0,2 - ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls) (figura
5).
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Figura 5: Efeito de CMS2 sobre a expressdo de MITF em células B16F10. Células
B16F10 foram expostas a CMS2 (5 ou 10 yg/mL) ou permaneceram sem tratamento (células
controles) durante 6 dias. Apds esse periodo, foi realizada a lise celular com tampao de
extracdo de proteinas totais. Para realizacdo da eletroforese em SDS-PAGE foram
aplicados 30 pg do lisado celular em todas as canaletas e, posteriormente, realizado o
Western Blotting, conforme o item 4.2.2.11. As quantificacdes densitométricas para as
proteinas MITF e GAPDH (controle interno), foram realizadas com auxilio do programa
ImageJ. A- Imagem representativa das bandas para as proteinas analisadas em cada grupo.
B- Cada coluna representa a média + e.p.m da expressao protéica em cada grupo. (*p<0,05,
ANOVA, pds-teste Student Newman Keuls).

Para dar seguimento ao estudo sobre a influéncia de CMS2 sobre a
melanogénese em B16F10, analisou-se o envolvimento da expressao génica de
Tirosinase, Proteinas -1 e -2 Relacionadas a Tirosinase (TYRP-1 e -2). Nesse
sentido, as células foram expostas a subfracéo (item 4.2.2.2) e o0 RNA das mesmas
utilizado para transcricao reversa e desenvolvimento da PCR (item 4.2.2.10).

A quantificacdo da intensidade das bandas € representada pela razdo da
expressao de Tirosinase (figura 6 A), TYRP-1 (figura 6 B) e -2 (figura 6 C) pela
expressdo do GAPDH (controle interno). Como observado na figura 6 a expressao
de mRNA para os genes pesquisados nao foi alterado por CMS2 (p> 0,05 - ANOVA,

pés-teste Student-Newman-Keuls).
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Figura 6: Expressdo do mRNA para Tirosinase, TYRP-1 e TYRP-2 em células B16F10
expostas a CMS2. Células B16F10 foram expostas a CMS2 (5 ou 10 upg/mL) ou
permaneceram sem tratamento (células controles) durante 6 dias. Apos esse periodo, foi
realizada a extracdo do RNA e a reacdo de PCR conforme o item 4.2.2.10, com primers
especificos para os genes citados. Expressédo do mRNA para Tirosinase (A), TYRP-1 (B) e -
2 (C), obtida pela razdo da expressdo do gene analisado pela expressdo do GAPDH.
Resultados ndo estatisticamente diferentes em relagdo ao controle (p> 0,05 - ANOVA, pos-
teste Student-Newman-Keuls).

5.5 Efeito de CMS2 sobre a morfologia celular

Com base no estimulo de CMS2 sobre a melanogénese, neste estudo
analisou-se a influéncia dessa subfragdo sobre a morfologia das células B16F10.
Uma quantidade significativamente maior de células com prolongamentos
dendriticos foi observada nos grupos que foram expostos a CMS2. Como mostrado
na figura 7 os numeros das células dendriticas nos grupos CMS2 5 (237 * 16,
p<0,001) ou 10 pg/mL (267 £ 14, p<0,001), foram superiores ao encontrado para o
grupo controle (72 + 11 células, - ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls).
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Figura 7: Morfologia de células B16F10 expostas a CMS2. As células B16F10,
previamente expostas a CMS2 por 6 dias foram semeadas em laminulas e, apds adesao,
foram coradas por May-Gruwald e Giemsa. O numero de células contendo ou nao projecdes
dendriticas foi determinado, pela contagem total de 300 células em cinco campos distintos.
As imagens sao representativas da morfologia celular em todos os grupos. Aumento de
100x. Setas: células com prolongamentos dendriticos. barra: 50 um. Em cada grupo as
células dendriticas sé@o enfatizadas. No gréafico cada coluna representa a média + e.p.m do
namero de células com dendritos (***p<0,001, ANOVA, pés-teste Student Newman Keuls).

5.6 Efeito de CMS2 sobre o ciclo celular

Sabendo-se que a melanogénese pode induzir a paralisacdo da proliferacao
celular, avaliou-se a distribuicdo das células nas fases do ciclo celular (figura 8). Foi
observado um aumento das células na fase G1, apos o tratamento com CM2 5 ou 10
pug/mL, de 25% (81 = 1) e 29% (84 + 2), respectivamente, em relacdo as células
controle (65 * 1 células, p <0,001). Assim, houve uma reducéo das células expostas
a CM2 5 ou 10 pug/mL, na fase S, de 24 (7 + 0,5) e 28% (8 £ 0,7), respectivamente,
em relacdo aos controles (29 + 0,7 células, p<0,0001). Foi observado, também, uma
reducdo das células expostas a CM2 5 ou 10 pg/mL na fase G2/M de 53 (8 £ 0,5) e
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73% (11 = 0,5), respectivamente, em relagcdo aos controles (15 £ 0,9 células,
p<0,0001 - Two-way-ANOVA, seguido do teste de Bonferroni). Além disso, ressalta-
se que o conteudo de DNA subdiploide ndo foi diferente nas células expostas a
CMS2 5 (0,8 £ 0,06 p> 0,05) ou 10 ug/mL (1,0 £ 0,07 p> 0,05) em relagdo ao
controle (0,4 + 0,07 - ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls).
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Figura 8: Analise do ciclo celular em células B16F10 expostas a CMS2. As células
B16F10, previamente expostas a CMS2 por 6 dias foram semeadas em placas de 24 pogos
(8x10* células/poco) e apds adesdo, foram marcadas com iodeto de propideo e o contetdo
de DNA foi analisado por citometria de fluxo. Cada coluna representa a porcentagem média
* e.p.m do numero de células em cada fase do ciclo celular. Resultados estatisticamente
diferentes em relacdo ao controle - * p<0,05; *** p<0,0001, Two-way-ANOVA, seguida do
teste de Bonferroni.

5.7 Avaliacdo da expressao de proteinas reguladoras do ciclo celular

Para compreender melhor o efeito promovido por CMS2 sobre o ciclo celular
foi determinada a expressdo das proteinas p53 e p21, envolvidas com a regulacéo

do ciclo celular. As quantificacdes densitométricas das bandas obtidas no Western
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Blotting foram realizadas e normalizadas pela expressdo do GAPDH ou Tubulina e
apresentadas como razao relativa as células controle.

A figura 9 A mostra a quantificacdo da expressao de p53 nas células B16F10
e que ndo ha diferencas nesta expressado entre os grupos avaliados (p>0,05). Ja a
quantificacdo de p21 (figura 9 B) mostra que as células pré-expostas a CMS2
apresentam uma menor expressao desta proteina. Em termos quantitativos, CMS2 5
ou 10 pg/mL promoveu uma reducgao de 88 (0,11 + 0,0, p<0,001) e 92% (0,08 + 0,0,
p<0,001), respectivamente, na expressao de p2l, em relacdo as células controles
(1,00 £ 0,0, ANOVA, seguido do pés-teste Student Newman Keuls).

5.8 Efeito de CMS2 sobre a atividade da B-galactosidase

Uma vez sabido que a parada do ciclo celular em G1 também €é uma
caracteristica da senescéncia celular, neste estudo, avaliou-se a atividade da
enzima [-galactosidase, utilizada como um marcador de senescéncia celular. A
figura 10 A mostra que nas células positivas para 3-galactosidase, h& formacéo de
um composto azul no citoplasma celular. Na figura 10 B é possivel observar que o
namero de células positivas para B-galactosidase nao é diferente entre os grupos
tratados com CM2 5 (6,0 + 2,6) ou 10 pg/mL (7 = 1,0), quando comparadas as
células controles (17,0 £ 4,0). Enquanto que as células tratadas com H202 10 uM,
utilizado como controle positivo, apresentaram uma maior atividade dessa enzima
(39 + 3,0 p<0,001 - ANOVA, poés-teste Student-Newman-Keuls).
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Figura 9: Expressdo de p53 e p21 em células B16F10 expostas a CMS2. Células
B16F10 foram expostas a CMS2 (5 ou 10 pg/mL) ou permaneceram sem tratamento
(células controles) durante 6 dias. ApOs esse periodo, foi realizada a lise celular com
tampéao de extracdo de proteinas totais. Para realizacdo da eletroforese em SDS-PAGE
foram aplicados 30 ug do lisado celular em todas as canaletas e, posteriormente,
realizado o Western Blotting, conforme o item 4.2.2.11. As quantificacdes densitométricas
para as proteinas p53 e p21 e os normalizadores GAPDH ou Tubulina foram realizadas
com auxilio do programa ImageJ. A e B- Imagens representativas das bandas para as
diferentes proteinas analisadas. a e b- Cada coluna representa a média + e.p.m da
expressao protéica em cada grupo. (***p<0,001, ANOVA, poés-teste Student Newman
Keuls).
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Figura 10: Atividade de B-galactosidade em células B16F10 expostas a CMS2. As
células B16F10 foram semeadas em placas de 6 cavidades (2x10° células/cavidade) e, apos
adesao, procedeu-se a marcagao colorimétrica da (-galactosidase. Foram consideradas
células positivas as que desenvolveram coloragéo azul. Como controle positivo foi utilizado
H.O, 10 uM. A- Imagens representativas da atividade da B-galactosidade em todos os
grupos. Aumento de 200x. Setas: células positivas para p- galactosidase. B- Cada coluna
representa a média £ e.p.m do nimero total de células senescentes em trés campos
distintos. ** p< 0,001 (ANOVA, pés-teste Student-Newman-Keuls).
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5.9 Efeito de CMS2 sobre etapas do desenvolvimento tumoral

Para dar continuidade ao estudo sobre o comportamento das células B16F10
frente a CMS2, avaliou-se etapas do desenvolvimento tumoral, in vitro, como a

migracao, invasao celular e formacgao de colbnias.

5.9.1 Efeito de CMS2 sobre a migracao

5.9.1.1 Efeito de CMS2 sobre a capacidade migrat6ria celular

A capacidade migratéria das células B16F10, previamente expostas a
subfracdo CMS2 foi avaliada pelo método in vitro Scratch Assay. Como pode ser
observado na figura 11, CMS2 impediu a migracdo de células B16F10, apds os
tempos T24 e T48 h.

Apenas a concentracdo de 10 pg/mL da subfragéo foi eficaz em inibir a
migracao celular apresentando em 24 h 14% (14,2 + 0,7%) de fechamento da leséo,
enguanto as células controles tinham 25% (25,3 + 2,0%, p < 0,0001). JA em 48h a
porcentagem de fechamento da lesédo pelas células tratadas foi de 23% (23,3 +
1,5%), enquanto as células controles atingiram 34% (33,6 + 2,5%, p < 0,01, -
ANOVA, po6s-teste Student Newman Keuls).

5.9.1.2 Efeito de CMS2 sobre a expresséao de pl16-ARC

Para corroborar o dado obtido sobre a capacidade de migracdo celular, foi
avaliada a expressado da proteina p16-ARC. A figura 12 mostra que a expressao da
proteina pl6-ARC esta alterada nas células que foram expostas a CMS2 5 e 10
pug/mL. Observou-se uma diminuicdo dos niveis de expressdo dessa proteina em 80
(0,20 + 0,0, p<0,01) e 69% (0,30 = 0,1, p<0,01), respectivamente, quando
comparados as células sem tratamento (1,00 + 0,1, ANOVA, seguido do pdés-teste

Student Newman Keuls).
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Figura 11: Efeito inibitério de CMS2 sobre a migracdo de células B16F10. Células
B16F10 foram expostas a CMS2 (5 ou 10 yg/mL) ou permaneceram sem tratamento (células
controles) durante 6 dias. Apés esse periodo, foi avaliada a migragdo celular conforme o
item 4.2.2.9.1). A 4rea da leséo foi medida em diferentes tempos utilizando o programa
TScratch. A- Imagens representativas da fenda nos tempos 0 h e 48 h. B- Os resultados sdo
apresentados como porcentagem de fechamento da lesdo. Cada coluna representa a média
+ e.p.m do fechamento em cada grupo. (**p<0,01, *** p<0,001, ANOVA, pés-teste Student
Newman Keuls).
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Figura 12: Avaliagdo da expressdo da proteina pl6-ARC. Células B16F10 foram
expostas a CMS2 (5 ou 10 pg/mL) ou permaneceram sem tratamento (células controles)
durante 6 dias. ApGs esse periodo, foi realizada a lise celular com tampéo de extracdo de
proteinas totais. Para realizacao da eletroforese em SDS-PAGE foram aplicados 30 ug do
lisado celular em todas as canaletas e, posteriormente, realizado o Western Blotting,
conforme o item 4.2.2.11. A guantificacdo densitométrica da expressdo da proteina pl6-
ARC e do normalizador (Tubulina) foi realizada com auxilio do programa ImagedJ. A-
Imagens representativas das bandas para as diferentes proteinas. B- Cada coluna
representa a média + e.p.m da expressao protéica em cada grupo. (**p<0,01, ANOVA, pébs-
teste Student Newman Keuls).

5.9.2 Efeito de CMS2 sobre ainvasao celular

5.9.2.1 Efeito de CMS2 sobre a capacidade invasora celular

Visto a inibicdo sobre a migracdo celular a influéncia de CMS2 sobre a
capacidade invasora de B16F10 foi avaliada, in vitro, em modelo de invasdo de
membrana de colageno, que mimetiza a membrana basal. Foi averiguado que as
células dos grupos expostos a CMS2 nas concentracdes 5 e 10 pg/mL apresentaram
uma capacidade de invaséo inibida em 55 e 61%, respectivamente (p<0, 0001),

relativo as células controle (figura 13).
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Figura 13: Efeito inibitério de CMS2 sobre a invasdo de células B16F10. As células
expostas a CMS2 por 6 dias e semeadas em pocos (1x10° células), cujas superficies sédo de
membranas com poros de 8 um, revestidas com colageno. Os pogos foram incubados em
contato com meio RPMI com SFB 10% v/v por 40 h a 37° C. Apés esse periodo, 0S pogcos
foram lavados com PBS, corados com cristal violeta e realizada a leitura espectrofotométrica
a 560 nm. A- Imagens séo representativas da invasdo celular em cada grupo avaliado.
Aumento de 40x. B- Cada coluna representa a média + e.p.m da invasao celular em cada
grupo. Resultados estatisticamente diferentes em relagdo ao controle - ***p< 00,0001
(ANOVA, pés-teste Student-Newman-Keuls).

5.9.2.2 Efeito de CMS2 sobre a atividade de metaloproteinases extracelulares
(MMPs)

Para verificar a influéncia da atividade das MMPs sobre a inibicdo da invasao
celular investigou-se a atividade dessas enzimas pelo método de zimografia,
utilizando a gelatina como substrato (item 4.2.2.9.3). Apés a corrida eletroforética, as
analises densitométricas das bandas, mostraram que nos sobrenadantes das células
que receberam a exposicao prévia a CMS2 5 ou 10 pg/mL ha uma reducgéo de 97%
(2,60 £ 0,7, p<0, 0001) e 99% (1,50 = 0,6, p<0, 0001) na atividade da MMP-2,
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guando comparado aos sobrenadantes controles (100,00 + 3,1 - ANOVA, poés-teste
Student Newman Keuls) (figura 14 A).

Como se pode verificar na figura 14 B, a atividade gelatinolitica da
metaloproteinase MMP-9, também, esta reduzida nos sobrenadantes das células
tratadas. A analise densitométrica mostrou uma reducao de 100% (p<0, 0001) na
atividade dessa metaloprotease nos sobrenadantes dos grupos CMS2 5 ou 10
png/mL, comparadas a atividade observada nos sobrenadantes controles (100,00 +
4,3 - ANOVA, pos-teste Student Newman Keuls).
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Figura 14: Atividade das MMP-2 e -9 em células B16F10 expostas a CMS2. O
sobrenadante da cultura de células B16F10, previamente expostas a CMS2 durante 6 dias
(conforme item 4.2.2.3), foi recolhido para avaliar a atividade de MMPs. Para isso, 10 pg de
proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com 1% de gelatina e
corados com azul de Comassie 0,5% p/v. A analise densitométrica dos géis foi realizada no
programa ImageJ® (item 4.2.2.9.3). A e B- Imagens representativas dos zimogramas
mostram os halos de atividade de MMP-2 e MMP- 9, respectivamente. a e b- Cada coluna
representa a porcentagem média + e.p.m da atividade de MMP-2 e MMP-9 em cada grupo,
respectivamente. (***p<0,001, ANOVA, pos-teste Student Newman Keuls.
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5.9.3 Participacéo de proteinas relacionadas a transicdo epitélio mesenquimal
(EMT)

Sabe-se que a perda de marcadores epiteliais e 0 aumento simultaneo da
expressdo de proteinas mesenquimais promove o carater migratorio e invasivo em
células de melanoma. Desse modo, o proximo passo foi avaliar a participacdo de
proteinas envolvidas no processo de transicdo epitélio-mesenquimal nos efeitos
inibitérios de CMS2 sobre a migracao e invasao celular. Para isso, foi analisada a
expressao protéica das moléculas de adesado E- e N-caderina nas células expostas a
subfracao.

Na figura 15 B é possivel observar que CMS2 nao altera os niveis de
expressédo de E-caderina. Por outro lado, ao avaliar a expressdo de N-caderina,
observou-se que tanto CMS2 5 quanto 10 pg/mL inibem a expressao de N-caderina
(figura 15 C). Em termos quantitativos, normalizado em relacdo ao GAPDH, a
expressao de N-caderina foi reduzida em 44% (0,56 + 0,0, p< 0,05) e 65% (0,34 £
0,1, p< 0,05), respectivamente, relativo a expressdo das células controles (1,00 +
0,15, ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls).
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Figura 15: Expresséo de E- e N-caderina em células B16F10 expostas a CMS2. Células
B16F10 foram expostas a CMS2 (5 ou 10 yg/mL) ou permaneceram sem tratamento (células
controles) durante 6 dias. Ap6s esse periodo, foi realizada a lise celular com tampao de
extracdo de proteinas totais. Para realizacdo da eletroforese em SDS-PAGE foram
aplicados 70 pg do lisado celular em todas as canaletas e, posteriormente, realizado o
Western Blotting, conforme o item 4.2.2.11. As quantificacdes densitométricas das proteinas
E-caderina, N-caderina e GAPDH foram realizadas com auxilio do programa ImageJ. A-
Imagens representativas das bandas para as proteinas analisadas. B e C- Os resultados
para a expressao de E- e N-caderina foram normalizados pela expressdo do GAPDH e
apresentados como razao relativa as células controles. Cada coluna representa a média +
e.p.m da expressao protéica em cada grupo. (*p<0,05, ANOVA, poés-teste Student Newman
Keuls).
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5.9.4 Efeito de CMS2 sobre a formacao de col6nias in vitro

Visto a menor capacidade migratoria e invasora das células B16F10 expostas
a CMS2, o passo seguinte foi avaliar uma etapa mais tardia do desenvolvimento
tumoral, que é a capacidade das células formarem colbnias. Para isso, as células
B16F10 foram semeadas em placas de 6 pocos (200 células/poco) e incubadas
durante 10 dias. A figura 16 mostra que o numero de colonias formadas pelas
células que receberam o tratamento prévio com CMS2 5 ou 10 pg/mL foi reduzida
em 59% (38,3 = 3,0 p<0, 0001) e 62% (35,5 + 3,0 p<0, 0001), quando comparado as
células controle (94,0 + 5,8, ANOVA, poOs-teste Student-Newman-Keuls).
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Figura 16: Formacé&o de col6nias pelas células B16F10 expostas a CMS2. As células
B16F10 foram tratadas com CMS2 por 6 dias e semeadas em placas de 6 pocos (200
células/poco) e incubadas durante 10 dias. ApOs esse periodo, as coldnias foram lavadas
com PBS, coradas com cristal violeta 0,5% p/v e contadas (colénias contendo mais do que
50 células individuais). A- Imagens representativas da formacao de colénias em cada grupo
avaliado. B- Cada coluna representa a porcentagem média do nimero de colbénias £ e.p.m
em cada grupo. Resultados estatisticamente diferentes em relacdo ao controle - ***p<
0,0001 (ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls).
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5.10 Participacédo das vias das MAPK e da PI3K/AKT nos efeitos de CMS2 sobre
as células B16F10

Para investigar a participacdo das vias das MAPKs e da PI3K/AKT na
atividade antitumoral/antimetastatica de CMS2 foi determinada a ativacdo das
MAPKSs: ERK1/2, p38 e SAPK/JNK e a ativacao de AKT.

A fim de avaliar tais mecanismos, as células B16F10 foram expostas a 5 ou
10 pg/ml da subfragdo e submetidas ao protocolo de Western Blotting (item
4.2.2.11). A guantificacdo da fosforilacdo de ERK1/2, p38 e SAPK/JNK foi realizada
e normalizada pela expressédo do GAPDH ou da Tubulina e apresentada como razao
relativa as células controle. Como se observa na figura 17 A, apenas a concentracdo
de 10 pg/ml inibiu significativamente a fosforilacédo de ERK1/2 e essa inibicédo foi em
torno de 67% (0,33 = 0,0 p< 0,05). Contudo, como mostra a figura 17 B nenhuma
das concentracbes de CMS2 alterou os niveis de fosforilacdo de SAPK/IJNK nas
células B16F10 (p> 0,05, ANOVA, pés-teste Student-Newman-Keuls). Por outro
lado, tanto CMS2 5 quanto 10 pg/ml promoveu uma diminuicdo na quantidade de
p38 fosforilada nas células B16F10 (0,22 + 0,14 p< 0,05) e (0,15 £ 0,26 p< 0,05),
respectivamente, em relacdo a expressado apresentada pelas células controles (1,00
+ 0,18) (figura 17 C).

Ja sobre a influéncia de CMS2 sobre a via PI3K/AKT, & possivel notar na
figura 17 D que CMS2 10 pg/ml reduziu a ativacdo de AKT em 52% (0,52 = 0,0)
guando comparada a expressao apresentada pelas células controles (1,00 £ 0,0 p<
0,05, ANOVA, poés-teste Student-Newman-Keuls).
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Figura 17: Ativacdo de ERK1/2, SAPK/INK, p38 e AKT em células B16F10 expostas a
CMS2. Células B16F10 foram expostas a CMS2 (5 ou 10 ug/mL) ou permaneceram sem
tratamento (células controles) durante 6 dias. ApGs esse periodo, foi realizada a lise celular
com tampé&o de extracao de proteinas totais. Para realizacdo da eletroforese em SDS-PAGE
foram aplicados 30 ug do lisado celular em todas as canaletas e, posteriormente, realizado o
Western Blotting, conforme o item 4.2.2.11. A andlise densitométrica das bandas foi
realizada com auxilio do software ImageJ. A e B - Imagens ilustrativas das bandas de
PERK/ERK, p-JNK/INK e de p-p38/p38, AKT/AKT, respectivamente e dos normalizadores
Tubulina ou GAPDH. C a F- Os resultados para a expressao de pERK (C), p-JNK (D), p-p38
(E) e p-Akt (F) foram normalizados pela expressdo das respectivas proteinas totais e
apresentados todos como razdo relativa as células controles. Cada coluna representa a
média £ e.p.m da expressao protéica em cada grupo. (*p<0,05, ANOVA, po6s-teste Student
Newman Keuls).
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5.11 Efeito de CMS2 sobre a colonizagéo pulmonar

Por fim, objetivou-se avaliar o potencial das células B16F10 em formarem
colénias pulmonares. Para isso, as células foram previamente expostas a CMS2 e
inoculadas intravenosamente em camundongos C57BL6. Os resultados obtidos
mostram que 0s animais que receberam o inéculo de células tratadas com CMS2
apresentaram uma coloniza¢do pulmonar menor em relacdo aqueles que receberam
as células controle (figura 18). Essa reducéo foi de 72 (11 + 2,8 p<0, 0001) e 91% (3
+ 1,0, p<0, 0001) nos animais que receberam CMS2 5 e 10 pg/mL, respectivamente,
em relacdo a colonizacdo constatada nos pulmdes de animais controles (38 + 7,7
ANOVA, poés-teste Student-Newman-Keuls).
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Figura 18: Colonizacao pulmonar pelas células B16F10 expostas a CMS2. As células
foram expostas a CMS2 5 ou 10 pg/ml por 6 dias. Depois, 5x10° células viaveis/100uL PBS
tratadas ou ndo foram inoculadas na veia caudal de camundongos C57BL6. Apds quinze
dias, foi realizada a eutanasia e a contagem do nimero de colénias pulmonares. A- Imagens
representativas das col6nias pulmonares. B- Cada coluna representa a média do niamero de
colénias pulmonares + e.p.m em cada grupo. ***p< 0,0001 (ANOVA, poés-teste Student-
Newman-Keuls).
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6 DISCUSSAO

A proposta deste estudo foi avaliar os mecanismos celulares e moleculares
que participam da atividade antitumoral/antimetastatica de CMS2, utilizando a
linhagem de melanoma metastatico B16F10. Assim, foi analisada a influéncia de
CMS2 sobre eventos relacionados a tumorigénese no melanoma e o comportamento
das células B16F10 em etapas do desenvolvimento tumoral, também, foram
avaliadas vias de sinalizac&o intracelulares ativadas pela subfracao.

Como ja descrito, a fracdo P1G10 é obtida na primeira etapa de separacdo
cromatografica do latex de Vasconcellea cundinamarcensis e apresenta atividade
antitumoral e antimetastatica em modelos murinos de carcinoma de mama, coélon e
melanoma (Braga, 2013; Dittz, 2011; Dittz et al., 2015). Ao ser submetida a
purificacdo cromatografica em coluna CM Sephadex C-25, P1G10 d& origem,
principalmente, a duas subfracbes (CMS1 e CMS2) contendo 3 e 5 cisteino
proteases, respectivamente, que sao peculiares quanto a natureza catalitica e
atividade biologica (Teixeira et al., 2008). Estudos in vivo, mostraram que apenas
CMS2, mantém a atividade antitumoral e antimetastatica apresentada por P1G10
(Dittz, 2011; Braga, 2017).

Sabe-se que o0 melanoma é a forma mais agressiva de cancer de pele e, na
maioria das vezes, a rapidez do aparecimento das metastases compromete a
eficacia da cirurgia (Kim et al., 2012). Outras limitagGes para o seu tratamento sao a
resisténcia adquirida a radioterapia e aos quimioterapicos (Bandarchi et al., 2010;
Liu et al., 2014), além da toxicidade que esses farmacos causam ao individuo,
mesmo em doses terapéuticas (Bhatia et al., 2009; Wu & Singh, 2011).

Neste trabalho, as células B16F10 foram tratadas com a subfracdo CMS2 1-
10 ug/mL, estas concentracdes foram definidas com base na concentracéo citotoxica
de CMS2, para 50% da populacédo celular, que € igual a 10 ug/ml (apéndice D). J4 o
tempo de exposicdo a subfracdo (2 a 8 dias) foi estipulado com base nos dados de
Alcazar et al., (2012), que mostram a regulacao da diferenciacdo promovida pelo
inibidor de DNA metiltransferase-1 (Decitabina) em células de melanoma B16F10.
Primeiramente, foi realizada a andlise da viabilidade celular, apés a exposicédo a
subfracdo. A figura 2 mostra que mesmo apos 8 dias de exposi¢cdo, a reducao da

viabilidade nao foi maior que 14%. Além disso, a andlise dos niveis de DNA
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subdipléide, uma medida indireta da morte celular, mostra que apesar de serem
maiores nas células expostas a CMS2 5 ou 10 ug/mL, comparados as células
controle, ndo séo indices expressivos, pois atingem apenas 1% (figura 8). Esses
dados corroboram os obtidos por Dittz et al., (2015), que mostrou que, apenas, 0
tratamento com 50 pg/mL de P1G10 por mais de 4h induziu um aumento da
percentagem de DNA sub-diploide em células B16F1.

A incidéncia de alguns tipos de melanoma é menor em individuos com maior
teor de melanina na pele (Lazova & Pawelek, 2009; Solano, 2014). No entanto, a
melanogénese pode afetar o comportamento das células do melanoma ou do seu
microambiente (Slominski et al., 2009). Diante disso, neste trabalho, foi avaliado o
perfil melanogénico nas células B16F10 expostas a CMS2. Constatou-se que as
células expostas a subfracdo (5 ou 10 pg/ml) tiveram um aumento da producdo de
melanina e da atividade de tirosinase (figuras 3 e 4). Isso causou uma indagacao
sobre o efeito que o aumento da melanina poderia causar nas células de melanoma.
Contudo, CMS2 também promove um estimulo sobre a melanogénese em linhagem
de melandcitos normais (Melan-a) (Lemos et al., 2018). Desse modo, esse ndo é um
efeito exclusivo sobre as células de melanoma.

Outro fator a ser considerado a esse respeito, é que 0os melandcitos produzem
dois tipos quimicamente distintos de melanina: eumelanina, preta a castanha, e
feomelanina, amarela a avermelhada. Ambas derivam do precursor comum
dopaquinona, que é produzido, a partir da tirosina, sob acdo da tirosinase (Ito et al.,
2011). De acordo com Kovacs et al., (2012) a eumelanina serve como um filtro
contra a radiacdo UV e possui propriedades de eliminacéo eficiente para espécies
de radicais livres fotogerados, enquanto a feomelanina, além de ser menos eficaz
nessa funcéo, também, atua como fotossensibilizadora. Solano (2014) afirma que a
feomelanina € bastante fotoinstavel, quando exposta a luz solar, sendo envolvida na
alta producao de superdéxido.

Nesse sentido, individuos de pele clara com alta quantidade de feomelanina,
tem um risco maior de cancer cutaneo, devido a dois fatores. Primeiro por causa das
propriedades fotossensibilizadoras da feomelanina, apés a incidéncia de radiacéo
solar e, também devido a fatores independentes da radiacdo UV (Rouzaud et al.,
2005; Solano, 2014).
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Como prova disso, Mitra et al.,, (2012) introduziram em camundongos
portadores de uma mutacdo inativadora no gene Mclr (que exibem um fendtipo
analogo aos humanos de cabelo vermelho/pele clara), um alelo condicional do
oncogene BRAFV600E, que é mais comumente mutado em melanomas. Os autores
observaram uma alta incidéncia de melanomas invasivos, sem fornecer aberracbes
génicas adicionais ou permitir a exposicao a radiacao ultravioleta. Para investigar o
mecanismo da carcinogénese independente de UV, introduziram um alelo albino,
gue remove toda a producao de pigmento (Mclr e/e). Entdo, observaram que a
auséncia seletiva de sintese de feomelanina foi protetora contra o desenvolvimento
do melanoma.

Desse modo, mesmo nao tendo sido determinado neste estudo, o tipo de
melanina que estd sendo estimulado por CMS2 em B16F10, os resultados ja
apresentados sobre os efeitos celulares promovidos pela subfracéo, sugerem que a
eumelanina seja predominante.

Além disso, um estudo realizado por Sarna et al.,, (2014) mostrou que 0s
granulos de melanina modificam as propriedades elasticas de células da linhagem
de melanoma humano SKMEL-188. Os autores demonstraram que as células
contendo mais granulos de melanina sdo menos propensas a transmigrar, atraves
dos poros da membrana de aparatos transwell, em comparagdo com as células sem
melanossomos. Esses dados mostram que os granulos de melanina exibem um
efeito inibidor, de natureza mecanica, sobre as capacidades de transmigracdo de
células de melanoma humano.

Por outro lado, um estudo realizado por Brozyna et al., (2013) mostrou que
pacientes com melanoma metastético e melanético apresentaram sobrevida livre de
doenca e sobrevida global, significativamente, menores do que aqueles com lesbes
amelanéticas. Conforme afirmam Brozyna et al., (2016) os niveis de melanina foram
significativamente maiores nas células de melanoma que invadiram a derme reticular
em comparagao com a derme papilar.

O fator de transcrigdo associado a microftalmia (MITF), o homologo humano
do produto génico de microftalmia de camundongo, regula a transcricdo especifica
no melandcito do gene da tirosinase (Fuse et al., 1996). Neste trabalho, foi

investigada a expressao da proteina MITF nas células B16F10, apds a exposicao a
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CMS2. Ao observar a figura 5, nota-se que ha uma menor expressao de MITF nas
células expostas a 5 ou 10 pug/mL da subfracéo.

Sabe-se que trés enzimas estdo envolvidas na biossintese da melanina: a
tirosinase, cuja atividade é considerada limitante para a melanogénese (Lai et al.,
2017), a proteina 1 relacionada a tirosinase (TYRP1) e a proteina 2 relacionada a
tirosinase (TYRP2), também denominada como dopacromo tautomerase (DCT)
(Nasti & Timares, 2015). Entretanto, neste estudo, ao investigar a expressédo de
MRNA para os genes codificadores das proteinas envolvidas na melanogénese, nao
foram evidenciadas alterac6es nos niveis de expressao para Tirosinase, TYRP1 e
TYRP2 em qualquer dos grupos avaliados (figura 6).

A ativacdo da Tirosinase ocorre por meio da fosforilacdo nos residuos ser505
e ser509 no domino C-terminal da enzima, assim a L-tirosina pode se ligar & enzima
e a reacao prossegue no pH melanosomal de 6,8, iniciando a melanogénese. Esses
residuos de serina (ser) podem ser fosforilados pela PKC citosélica levando a uma
ativacdo da enzima de 2,5 vezes (Schallreuter et al.,, 2008). Dessa forma, o
mecanismo de ativacédo da Tirosinase por fosforilagdo pode, pelo menos em parte,
justificar a auséncia de diferenca na sua expressao génica, entre 0S Qrupos
avaliados, mesmo tendo sido mostrado na figura 4 uma maior atividade enzimatica,
apos exposicdo a CMS2.

E sabido que o MITF é o principal regulador dos melandcitos,
desempenhando um papel fundamental no seu desenvolvimento, diferenciacao,
funcdo e sobrevivéncia (Roider & Fisher, 2014). Contudo, para executar essas
multiplas funcbes de maneira apropriada, o MITF precisa ser estritamente regulado e
esta regulacdo ocorre de forma transcricional e poés-traducional, em resposta a
sinalizacao extracelular (Hsiao & Fisher, 2014).

Os principais fatores de transcricdo implicados na regulacdo do promotor,
controlando a expresséo do mRNA de MITF, incluem Pax3, CREB e SOX10
(Wellbrock & Arozarena, 2015). Além dessa regulagdo a nivel transcricional, MITF
também é regulado poés-traducionalmente por varias modificacdes, sendo a melhor
caracterizada a fosforilagcdo da serina (S73 e S409) pela sinalizacdo das MAPK, na
qual as ERKs ativadas promovem esta fosforilacdo (Hartman & Czyz, 2015). A
fosforilacdo de MITF, apenas na serina 73 ou em conjunto com a serina 409, é

seguida por ubiquitinacdo de MITF e degradacdo mediada por proteassoma
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(Arnheiter et al.,, 2006; Chang et al., 2012). Por outro lado, a sinalizacdo pela
quinase p38 esta envolvida na ativacdo de MITF, porque leva a fosforilacdo em
S307 e, concomitantemente, a um aumento na atividade transcricional de MITF
(Arnheiter et al., 2006).

Mesmo com a via de sinalizagdo da ERK1/2 inibida nas células B16F10
expostas a CMS2 (figura 17 C), isso nao resultou em aumento da expressao de
MITF nestas células. No entanto, foi evidenciada a reducdo da ativacdo de p38
(figura 17 E), que € responsavel por aumentar a atividade de MITF. Desse modo,
nestas células, a ativacdo de MITF e p38 podem estar relacionadas, uma vez
observado a reducdo da expressdo das duas proteinas. Como esta via de
sinalizacdo envolvida na ativacdo de MITF estd inibida, apés o tratamento de
B16F10 com CMS2, pode-se justificar a reducdo da expressao de MITF, mesmo
tendo sido mostrado um aumento na melanogénese nestas células.

Embora a expressdo de muitos marcadores melanociticos possa ser perdida
no melanoma, a expressédo de MITF é mantida, na maioria, se ndo em todos esses
tumores (Widlund & Fisher, 2003). Esse dado € sustentado por estudos de Garraway
et al., (2005), que mostram o MITF como um oncogene de sobrevivéncia, que &
amplificado de forma mais prevalente no melanoma metastatico. Esse fator € capaz
de controlar as propriedades proliferativas, invasivas e metastaticas das células do
melanoma, correlacionando-se com a diminuicdo da sobrevida geral dos pacientes.
Por outro lado, Carreira et al., (2006) mostraram que o aumento da expressao de
MITF em células de melanoma inibiu a capacidade invasora destas células e que a
deplecéo deste fator de transcricdo levou ao aumento da invaséo celular. Contudo,
Hartman & Czyz, (2015) relatou que o MITF promove a sobrevivéncia das células do
melanoma, uma vez que varios genes que codificam proteinas anti-apoptoticas sao
alvos diretos deste fator de transcricdo. Dessa forma, propbe-se que a menor
expressdo de MITF encontrada nas células B16F10, expostas a CMS2, esteja
relacionada a menor capacidade invasora (figura 13) e de colonizacéo in vitro (figura
16) e in vivo (figura 18) destas células. Aléem disso, é descrito que a reducdo da
atividade do MITF sensibiliza as células do melanoma a agentes quimioterapicos
(Garraway et al., 2005), colocando este fator de transcricdo como um potencial alvo
terapéutico (Aida et al., 2017).
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Apés a sintese da melanina, os melanossomos sdo transferidos para os
queratindcitos circundantes. Para isso, a dendricidade de melandcitos € uma
caracteristica morfolégica crucial, pois permite a transferéncia da melanina para os
queratinécitos (Busca® & Ballotti, 2000). Além disso, a dendricidade relaciona-se a
menor proliferagdo, pois para proliferarem os melandcitos precisam se desacoplar
da membrana basal e dos queratinécitos, retrair os seus dendritos, dividirem-se,
para entdo, migrar ao longo da membrana basal (Haass & Herlyn, 2005). Como
mostra a figura 7, diferente das células controle, as expostas a CMS2 apresentam
uma quantidade significativamente maior de células com prolongamentos
dendriticos. Da mesma forma, estudo realizado por Naliwaiko et al., (2008),
mostraram uma maior formacdo de prolongamentos dendriticos em células de
melanoma B16F10, que apresentaram uma diminuicdo do seu potencial migratério.
Wang et al., (2015), também mostraram uma maior formag&o dendritica nas células
B16F10, que tiveram menor capacidade proliferativa e de colonizagao in vitro.

Estudos anteriores realizados em melandcitos humanos relataram que a
melanogénese pode induzir a paralisagéo da proliferacao celular (Bandyopadhyay &
Medrano, 2000). Por isso, avaliou-se a distribuicdo das células nas fases do ciclo
celular. Ao observar a figura 8, constata-se que houve um aumento das células na
fase G1 do ciclo celular, apés exposi¢cdo a CM2 5 ou 10 yg/mL. Com isso, houve
uma redugdo do numero de células nas fases S e G2, mostrando que CMS2
promoveu a retencdo das células B16F10 na fase G1, sugerindo um efeito inibitorio
sobre a proliferacéo celular.

Para promover e apoiar a parada do ciclo celular, h4& uma ativacdo da
proteina pl6'NK4A (CDKN2A), acompanhada por p53 e p21 (CDKN1A), que inibe
quinases dependentes de ciclina (CDKs), prevenindo assim a fosforilacdo da
proteina retinoblastoma (pRb) e, consequentemente, suprimindo a expressao de
genes associados a proliferacdo (Yosef et al., 2017). Nesse contexto, foi
determinada a expressao das proteinas p53 e p21 nas células B16F10 expostas a
CMS2. Como observado na figura 9 A nédo foram verificadas diferencas na
expressao de p53 nas células B6F10, expostas ou ndo a subfracdo CMS2, por outro
lado, a subfrac@o reduziu os niveis de p21 nas células expostas a CMS2 5 ou 10

pg/mL (figura 9 B).
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Considerando que a parada do ciclo celular em G1, foi relatada como uma
caracteristica da senescéncia celular em Giuliano et al. (2010), decidiu-se avaliar a
ocorréncia deste evento, apd6s exposicdo das células B16F10 a CMS2. A
senescéncia celular é uma forma permanente de parada do ciclo celular, a
proliferacdo € interrompida em resposta a varios fatores de estresse, incluindo
encurtamento dos teldmeros, ativacdo de oncogene e dano ao DNA. As células
senescentes apresentam atividade elevada de [-galactosidase associada a
senescéncia e uma resposta persistente de dano ao DNA, que as diferencia de
outras populacdes de células nao proliferativas (Yosef et al., 2017).

Nesse sentido, o método classico para identificar a senescéncia celular,
baseia-se na deteccado dos niveis de atividade da enzima (-galactosidase (também
denominada, B-galactosidase associada a senescéncia ou SABG), por ensaio
colorimétrico (Cerella et al., 2016). Dimri et al.,, (1995) identificaram a -
galactosidade como um marcador de células senescentes em meio com pH 6,0, ao
observarem a sua expressdo em fibroblastos ou queratindcitos senescentes e a
auséncia dessa expressdao em fibroblastos e queratindcitos pré-senescentes,
quiescentes ou terminalmente diferenciados.

Neste trabalho, como mostrado na figura 10, o nimero de células positivas
para B-galactosidade nédo € diferente entre os grupos controle e expostos a CM2 nas
concentracdes de 5 ou 10 pg/mL. Assim, aliado aos resultados sobre a expressao de
p53 e p21 nas células expostas a CMS2 a auséncia de atividade de B-galactosidade
esta em concordancia com a auséncia de senescéncia celular, indicando este néo é
0 mecanismo responsavel por interromper o ciclo nestas células. De fato, existem
outros trabalhos, como o realizado por Cunha et al., (2012), mostrando que a
estimulacdo da melanogénese em células B16F10 n&do resultou em inducdo da
senescéncia nestas células.

Apoés estes achados, o préximo passo, foi avaliar o comportamento das
células B16F10 em algumas etapas do desenvolvimento tumoral, in vitro, como a
migracao, invasdo celular e formagéo de colbnias. A dissociacdo das ceélulas do
tumor primario e a invasao para o estroma circundante, sdo eventos iniciais da
migracao dessas ceélulas, que culmina na colonizacéo de 6rgaos distantes, formando
as metastases (Bozzuto et al., 2010). Assim, a primeira etapa analisada foi a

capacidade de migracao celular, com intuito de eliminar a influéncia da proliferacao
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celular, o ensaio foi realizado na presenca de hidroxiuréia, um inibidor de
proliferacdo. Os resultados mostraram que apenas as celulas expostas a CMS2 10
Mg/mL apresentaram uma capacidade migratoria reduzida (figura 11).

A migracdo de células invasivas demanda a formag&o de vérias estruturas
protrusivas, que requerem a polimerizacdo de actina, que € regulada por fatores
especializados de nucleacdo de actina, tais como forminas, o complexo proteina
relacionada a actina 2/3 (Arp2/3) e fatores promotores de nucleacéo (Nurnberg et al.,
2011). O complexo Arp2/3 consiste em sete subunidades, todas proteinas
estritamente envolvidas com a polimerizacdo da actina (Tang et al., 2013), a
subunidade 5 deste complexo é a ARPC5, também conhecida como pl6-ARC
(Millard et al., 2003). Em concordancia com a menor capacidade migratéria, as
células expostas a CMS2 5 e 10 pg/mL também apresentaram uma menor
expressao de pl6-ARC (figura 12). As proteinas do complexo Arp2/3 e proteinas da
familia WASP sdo necesséarias para a atividade protrusora celular associada a
migracdo e invasao celular (Alblazi & Siar, 2015). Além disso, a expressao dessas
proteinas, tem sido associada a fen6tipos malignos de células tumorais, indicando a
importancia das mesmas na migragcao e invasao celular (Yamaguchi & Condeelis,
2007).

A invasao de células tumorais no tecido circundante € um pré-requisito e um
passo inicial na metastase (Nurnberg et al., 2011). Nesse sentido, apos observada a
menor migragdo das células B16F10 expostas a subfracdo, decidiu-se analisar o
efeito de CMS2 sobre a invasdo celular. Para isso, a capacidade invasora das
células foi avaliada, in vitro, em modelo que mimetiza a membrana basal. Assim, foi
verificado que as células expostas & CMS2 nas concentragbes 5 e 10 ug/mL
apresentaram uma inibicdo da invasao em relacao as células controles (figura 13).

Durante o desenvolvimento tumoral e metastatico as metaloproteinases de
matriz (MMPs) desempenham um papel central, por realizarem a degradacao e
remodelagcdo da matriz extracelular (MEC), propiciando a invasdo tumoral
(Kessenbrock et al., 2010). Dentre as MMPs as gelatinases, que também sao
denominadas como colagenases do tipo IV, MMP-2 e MMP-9, desempenham um
papel essencial na degradacdo do colageno tipo IV e da gelatina (Roomi et al.,
2010). A MMP-2 é amplamente expressa em tecidos normais e tumorais. Enquanto

a MMP-9 é induzida, sob condicbes que requerem remodelacdo tecidual, como
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desenvolvimento tecidual, cicatrizacdo de feridas e invasao tumoral (Polette et al.,
2004). As MMPs modificam diretamente as integrinas e outras moléculas de adesao
das células tumorais e ativam proteoliticamente citocinas, como o TGF-,
promovendo invasao tumoral e angiogénese (Yao et al., 2001) e levando a inducgéo
da transicdo epitelial-mesenquimal (Mehner et al., 2014). Outros estudos ja
mostraram que células malignas se tornam menos agressivas, quando a expressao
ou a atividade de MMPs é reduzida (Egeblad & Werb, 2002; Roomi et al., 2010).
Nesse sentido, pesquisas realizadas com diferentes tumores solidos, tem sido
direcionadas ao desenvolvimento de inibidores de MMPs como potenciais agentes
terapéuticos (Zucker et al., 2001; Devy & Dransfield, 2011; Webb et al., 2017).

Sabendo disso, o efeito da subfracdo CMS2 sobre a atividade das MMPs
secretadas foi investigado, pelo ensaio de zimografia, utilizando a gelatina como
substrato. Como mostra a figura 14, nos sobrenadantes das células que receberam
a exposicao prévia a CMS2 (5 ou 10 ug/mL) foram abolidas as atividades das
MMPs-2 e 9 em relagcdo aos sobrenadantes controles. Diante dessa amplitude de
inibicdo sobre a atividade das MMPs, procedeu-se a determinacdo da atividade
amidasica nos sobrenadantes das culturas celulares. Contudo, como mostra a figura
do apéndice G, ndo ha atividade amidasica significativa nos sobrenandantes de
células expostas a CMS2, bem como nos controles. Assim, esse resultado descarta
a hipétese de que a fracdo proteolitica CMS2 esteja promovendo a degradacéo
direta das MMPs. Do mesmo modo, CMS2 também apresentou uma ampla inibicao
sobre a atividade digestora das gelatinases em melandcitos (Melan-a) transformados
(dados ndo mostrados).

A expressdo de MMPs pode estar estimulada em células tumorais, que
expressam 0 oncogene RAS e a proteina quinase SRC, sugerindo que as vias de
sinalizacdo controladas por estas oncoproteinas possam regular a atividade das
metaloproteinases (Yao et al., 2001; Zhao et al., 2014). E descrito que os niveis de
ativacdo das MAPKs (quinases ativadas por mitdgenos) e da via PI3K/AKT
desempenham um papel critico na regulacdo das MMPs -2 e -9 (Park et al., 2001,
Adya et al., 2008; Akter et al., 2015). A inibicao da ativacdo de ERK1/2 e da via
PIBK/AKT reduziu a atividade de MMP-9 e atenuou a invasividade de células de
carcinoma escamoso de cabeca e pescoco (O-Charoenrat et al., 2004). Em células

B16F10 a reducdo da capacidade invasora esteve relacionada a inibicdo da
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atividade de MMP-2, sendo mostrada, também, a reducéo da ativacado de ERK 1/2 e
de AKT (Zhao et al.,, 2014). Além disso, Kumar et al., (2010) mostraram que a
inibicdo de p38 reduziu a atividade das MMPs -2 e -9, juntamente com a capacidade
invasiva de células HTB9, linhagem de cancer de bexiga. Kim et al.,, (2001)
mostraram que em células de fibrosarcoma humano com aumento da capacidade
migratoria, invasora e da atividade de MMP-9, foi constatada maior atividade de
AKT. Dessa maneira, a menor atividade de MMP-2 e -9 apresentada pelas células
B16F10 expostas a CMS2, estid de acordo com a menor ativacdo das MAPKs
(ERK1/2 e p38) e de AKT ativas encontrada nestas células (figura 17).

Esses dados estdo de acordo com a literatura, que mostra que a cisteino
protease bromelina promove a inibicAo da invasividade de células tumorais,
suprimindo a expressdo da MMP-9, através da inibicdo das vias de sinalizacdo da
proteina ativadora 1 (AP-1) e NF-kB (Rathnavelu et al., 2016). Outro estudo
realizado por Muller et al., (2016) mostrou que a bromelina e a papaina levaram a
uma diminuicdo na proliferacdo, invasdo e migracdo de células de
colangiocarcinoma, com reducdo da expressao de MMP-9 promovida pelas
proteases.

Um dos fatores mais significativos associados a invasao tumoral e a
metéstase é a alteracdo da adesao célula-célula, que determina a polaridade celular
e esta envolvida na diferenciacdo celular. Durante a carcinogénese, essa adesao é
perturbada por alteracbes genéticas e epigenéticas, resultando em alteracdes na
sinalizacdo, perda de inibicdo de contato, migracdo celular alterada e interacfes
estromais (Duan et al., 2013).

Nesse contexto, um dos passos iniciais para a invasdo tumoral € o processo
de transicdo epitélio-mesenquimal (EMT), durante o qual as células tumorais perdem
marcadores epiteliais e adquirem caracteristicas mesenquimais (Quail & Joyce,
2013). Este processo permite que uma célula epitelial polarizada, que normalmente
interage com a membrana basal, através de sua superficie basal, adquira um
fendtipo mesenquimal, que inclui maior capacidade migratoria, invasividade,
resisténcia a apoptose e aumento da producdo de componentes da matriz
extracelular (Kalluri & Weinberg, 2009). Desse modo, uma das caracteristicas
importantes da EMT, inclui a regulacdo negativa de moléculas de adesao celular

como a E-caderina (Murtas et al., 2017). A repressdo da E-caderina € mediada,
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principalmente, por fatores de transcricdo, que incluem, o Snail, Slug, ZEB1, SIP1,
E12/47 e Twist (Wels et al.,, 2011). Na EMT alteracbes na sinalizacdo celular
induzem as células a perderem o seu caracter epitelial, interrompendo a expressao
ou a funcdo das proteinas de adesado celular (Peariman et al.,, 2017). Durante a
progressdo do melanoma, a transicdo da fase de crescimento radial para a de
crescimento vertical € caracterizada pela reducdo da expresséo de E-caderina, que
resulta na perda do controle dos queratinécitos sobre a proliferacdo e migracédo dos
melandcitos (Liang et al., 2015).

Embora a perda de marcadores epiteliais seja um passo critico na EMT, a
expressdo de proteinas mesenquimais, principalmente N-caderina, também, é
importante em direcdo ao aumento da migracédo e da invasao celular (Lamouille et
al., 2014; Pearlman et al., 2017). Os melandcitos transformados expressam a N-
caderina para formar contatos com fibroblastos e células endoteliais vasculares
durante a migracdo e invasdo do estroma, derme, vasos linfaticos e sanguineos
(Kuphal & Bosserhoff, 2012). A adeséao celular mediada pela N-caderina ativa a via
antiapoptotica da AKT que, por sua vez, inativa a proteina pro-apoptoética associada
a Bcl-2 (BAD) e estabiliza a proteina antiapoptética p-catenina, promovendo, assim,
a sobrevivéncia celular no melanoma (Murtas et al., 2017).

Conforme afirmam Ciolczyk-Wierzbicka & Laidler, (2012) a E-caderina
funciona como um supressor de invasao e é regulada negativamente na maioria dos
casos de cancer, enquanto a N-caderina € frequentemente regulada positivamente.
A expressdo de outras caderinas, como a H-caderina (Kuphal et al., 2009) e a P-
caderina (Jacobs et al.,, 2011), assim como a E-caderina, podem reduzir o
crescimento e a invasdo de células do melanoma, mas sua expressao diminui ou
desaparece no melanoma (Ciolczyk-Wierzbicka & Laidler, 2012).

Hsu et al., (2000) mostraram que a inducdo da expressédo de E-caderina em
diferentes linhagens celulares de melanoma humano, resultou em inibicdo do
crescimento celular in vitro e in vivo. Contudo, neste trabalho, apds expor as células
B16F10 a CMS2 nao foram evidenciadas alteracbes nos niveis de E-caderina, que
permaneceram indetectaveis (figura 15 B). Neste trabalho, também, foi avaliada a
expressdo da E-caderina em células com caracteristicas epiteliais, que naturalmente
expressam a E-caderina. Foram avaliadas as células HACAT, linhagem celular de

queratinécitos humanos (Hung et al., 2006) e A431, linhagem celular de carcinoma
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epidermoide (Solis et al., 2012). Como pode ser visto na figura do Apéndice H, a
expressdo de E-caderina nestas células foi detectada pelo mesmo método em
questdo, excluindo a ocorréncia de problemas técnicos. E sabido que a diminuicéo
da expressao de E-caderina ocorre durante o desenvolvimento tumoral, inclusive do
melanoma (Mescher et al., 2017). Desse modo, sugere-se que a expressao da E-
caderina esteja reduzida nas células B16F10, em niveis que ndo puderam ser
detectados.

Conforme afirmam Lobos-Gonzélez et al., (2013), as células B16F10 tem
baixos niveis enddgenos de E-Caderina e o0s autores tinham como objetivo
avaliarem o papel da coexpressdo de caveolina-1 (CAV1) e E-caderina sobre o
crescimento tumoral e metastatico em camundongos C57BL/6. Entdo, as células
B16F10 foram transfectadas com um plasmideo para induzir a expresséo das duas
moléculas. Os autores observaram que a superexpressdao de CAV1 em células
B16F10 reduziu a formacdo de tumor subcutaneo, mas aumentou a formacéo de
metastase em relacdo as células controle. Ja a inducdo da expressao de E-caderina
reduziu a formacao de tumor subcutaneo e, também, de metastase in vivo. De forma
interessante, a co-expressao de CAVL1 e de E-caderina em células B16F10 reduziu a
formacdo de tumores e de metastases pulmonares.

Por outro lado, a avaliacdo da expressdo da N-caderina nas células B16F10,
mostra que a exposicdo a CMS2 5 ou 10 pg/mL foi capaz de diminuir,
significativamente a sua expressao, quando comparada as células controle (figura
15 C). Murtas et al., (2017) realizaram a avaliacdo imunohistoquimica de tumores
primarios humanos e, também, de metastases linfonodais e observaram células
positivas para N-caderina difusamente distribuidas no tumor. Conforme afirmam
Lamouille et al., (2014) durante a EMT as células reorganizam seu citoesqueleto de
actina cortical permitindo o alongamento dinamico celular e a motilidade direcional.
Desse modo, ocorre um aumento da contratilidade celular e formacao de fibras de
estresse de actina. Nesse contexto, a menor expressao de N-caderina, de p16-ARC,
aliado a menor atividade de MMPs -2 e -9, também, mostrada em B16F10 estéo de
acordo com a menor capacidade migratoria e invasora destas células, quando
expostas a CMS2. Isso corrobora o efeito de CMS2 em reverter a expressao das
proteinas, Nucleofosmina 1; Proteina de choque térmico 65, Proteina ligante a

calciclina e Fator de iniciacdo da traducdo eucaridtica 4H, que participam da
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proliferacdo, sobrevivéncia, invasdo e da migracdo celular, em B16F10, a niveis
comparaveis a expressao em linhagem normal melanocitica (Melan-a) (Lemos et al.,
2018).

A inibicdo da capacidade invasiva e migratoria de células tumorais possibilita
uma nova abordagem para o tratamento de neoplasias malignas. Sabe-se que a
formacdo de metastases € a principal causa de morte por cancer, assim, a
prevencdo da disseminacdo de células tumorais e da formacdo de tumores
secundérios deve ser um dos objetivos principais da terapia do cancer. (Zijl et al.,
2011).

As células tumorais que conseguem invadir o tecido circundante, precisam
sobreviver fora do seu ambiente original e, posteriormente, estabelecer-se em um
novo local para originarem tumores metastéaticos (Chaffer & Weinberg, 2011). Assim,
a formacédo de colbnias € outra etapa importante no processo da tumorigénese. Por
isso, foi avaliada a capacidade das células B16F10 formarem colbnias in vitro.
Nesse ensaio, € semeada uma suspensdo de células e avaliada a capacidade
individual de sobrevivéncia das mesmas e de, posteriormente, formarem uma
progénie (Franken et al., 2006). Na figura 16, € possivel observar que o numero de
colénias formadas pelas células que foram previamente expostas a CMS2 nas
concentracbes de 5 ou 10 ug/mL foi reduzida em 60%, quando comparado as
células controle.

A progressdo do tumor € um processo de varias etapas que envolve
alteracbes em varias vias de sinalizacdo, que resultam em uma vantagem de
sobrevivéncia para as células transformadas. A compreensdo dos mecanismos de
sinalizacdo subjacentes a cascata metastatica € crucial para caracterizar as as
opcOes de tratamento antineoplasico (Nurnberg et al.,, 2011). Por isso, neste
trabalho, dedicou-se a investigar as vias de sinalizacdo ativadas por CMS2, como
forma de conhecer os mecanismos intracelulares envolvidos no seu efeito
antitumoral/antimetastético.

No melanoma as vias de sinalizagbes das MAPKs e PI3K/AKT, duas
principais vias de proliferacdo e sobrevivéncia, sdo constitutivamente ativas, através
de mutacBes ativadoras de NRAS ou BRAF e perda da Fosfatase Homologa a
Tensina (PTEN), que é um regulador negativo da sinalizagdo induzida pela PI3K
(Wu & Singh, 2011).
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Neste estudo, realizou-se a exposicao das células de melanoma B16F10 a
CMS2 e determinou-se as alteracbes promovidas pela subfracdo nas vias das
MAPKSs, aqui avaliadas pela fosforilacdo de ERK1/2, SAPK/JNK e de p38. Observou-
se que CMS2 10 pg/mL inibiu a ativacdo de ERK1/2 em relag&o as células controles
(figura 17 C). Contudo, em relacdo a ativagcdo de SAPK/INK n&o foram obtidas
diferencas significativas entre as células expostas a fracdo e as controle (figura 17
D). A atividade de p38 também foi reduzida pelo tratamento com CMS2. Nesse caso,
a menor concentragdo de CMS2, 5 ug/mL, também se mostrou eficaz para tal efeito
(figura 17 E). Assim, os resultados aqui obtidos, estdo de acordo ao descrito na
literatura sobre a ativacdo de MAPKs e o desenvolvimento do melanoma. Como ja
discutido anteriormente, CMS2 foi capaz de alterar o comportamento celular em
eventos importantes, desfavorecendo a progressdo tumoral e, assim, reduzindo a
colonizac&o in vitro.

Os resultados apresentados sobre a inibicdo de ERK1/2 nas células de
melanoma sugere uma acdo dual para as cisteino proteases contidas em CMS2.
Gomes et al., (2009) mostraram que o estimulo de proliferacao celular promovido por
uma protease contida em CMS2, CMS2MS2 (10 ng/mL), sobre fibroblastos é
dependente da ativacdo de ERK1/2. Desse modo, observa-se que dependendo das
concentracdes utilizadas e, também, do tipo celular as proteases contidas em CMS2
podem atuar sobre eventos relacionados a mitogénese, diferenciagdo e morte
celular. Esse tipo de efeito ja foi mostrado por Zhang et al., (2012) para o fator de
crescimento epidérmico (EGF), que em baixas concentracfes estimula a proliferacdo
celular, ativando uma via de sinalizacdo mitogénica (MAPK/ERK), enquanto em altas
concentracoes, inibe tal evento.

Como visto, a cascata envolvendo PISK/AKT também €& importante para a
tumorigénese, uma vez que ativa a sobrevivéncia celular, proliferacdo, migracao,
invasdo e a sinalizacdo antiapoptoética (Yajima et al.,, 2012). A AKT ativa tem o
potencial de fosforilar até 100 proteinas alvo, por isso, pode modular diferentes
fungbes celulares (Carracedo & Pandolfi, 2008). Um desses substratos & a quinase
glicogénio sintase 3- B (GSK3p), nesse caso, a AKT geralmente, inibe a GSK3p pela
fosforilacdo da serina-9/21 (Beurel et al., 2015). Como resultado dessa inibicao de
GSK3p, a B-catenina livre é capaz de se acumular e translocar para o nucleo, onde

pode ativar a expressao de oncogenes, como c-MYC e ciclina D1 (Ashihara et al.,
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2015). Vérios substratos de AKT sdo importantes para o seu efeito antiapoptotico,
incluindo BAD, caspase 9, MDM2 e IKKa (Davies, 2012). A AKT, também, ativa a
proliferacdo celular por inativacdo de p27 (Carracedo & Pandolfi, 2008). Além disso,
a mTOR, que € ativada pela fosforilagéo inibitéria do supressor de tumor, TSC2, do
complexo de esclerose tuberosa (TSC), pela AKT é um importante regulador do
metabolismo, crescimento e sobrevivéncia celular, sendo ativada aberrantemente na
maioria dos tumores humanos, tornando-se capaz de influenciar as alteracdes
metabdlicas comuns as células tumorais (Yecies & Manning, 2011). Neste estudo, a
exposicdo das células B16F10 a CMS2 10 ug/mL foi capaz de reduzir a ativagédo de
AKT, determinada pela fosforilacdo no residuo 473 de serina (figura 17 F). Desse
modo, o perfil de inibicdo de p-AKT encontrado nas células B16F10 expostas a
subfracdo, condiz com o0 menor potencial tumorigénico destas células. Portanto, 0os
resultados aqui obtidos mostram que CMS2 induz um fen6tipo menos agressivo nas
células B16F10, que adquirem menor capacidade invasiva e metastatica.

Por fim, visto os efeitos de CMS2 em inibir algumas etapas do
desenvolvimento tumoral, in vitro, avaliou-se o potencial das células B16F10
formarem col6nias pulmonares. Para isso, as células foram previamente expostas, in
vitro, a CMS2 e inoculadas intravenosamente em camundongos C57BL6. Apesar
desse modelo, ndo proporcionar todas as etapas do desenvolvimento tumoral varios
trabalhos o utilizam, com o propésito de avaliar a capacidade metastatica de células
transformadas (Lima et al., 2009; Ricca et al., 2009) ou atividade antimetastatica de
diferentes compostos (Gautam et al., 2002; Shi et al., 2013; Zhao et al., 2014;). Os
resultados aqui obtidos, mostram que 0s animais que receberam o inéculo de
células expostas a CMS2 apresentaram uma colonizagdo pulmonar,
significativamente, menor em relacdo aqueles que receberam as ceélulas controles,
sem tratamento (figura 18). Desse modo, a reducdo da colonizacdo in vivo
promovida por CMS2, corrobora a inibicdo observada in vitro (figura 16). Contudo, o
percentual de inibicdo da colonizacao pulmonar (até 91%) foi maior do que a obtida
in vitro (até 62%), mostrando a eficacia da fragdo em impedir o estabelecimento

tumoral.
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7 CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir gue CMS2 interfere
no desenvolvimento tumoral, alterando parametros que induzem um fendtipo menos
agressivo nas células B16F10. Os efeitos celulares observados estdo
acompanhados de alteracdes moleculares, que se relacionam a inibicdo do processo
tumoral. Assim, com a parada do ciclo celular em G1, observou-se a inativacao da
via das MAPKs (ERK e p38). A reducdo das capacidades migratéria, invasora e de
colonizacgdo in vitro e in vivo podem estar relacionadas a inibicdo da via PI3K/AKT,
da atividade das MMPs -2 e -9 e da expressao das proteinas pl6-ARC e da N-

caderina.
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APENDICE A - Obtencéo das proteases do latex de V. cundinamarcensis
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Figura 1: Purificacdo das proteases do latex de V. cundinamarcensis. Ap0s o
processamento do latex (item 4.2.1.2) o mesmo é aplicado em coluna contendo resina
Sephadex G10, obtendo-se as fragbes P1 e P2G10. Em um segundo passo cromatografico,
a fracdo P1G10 é aplicada em coluna CM-Sephadex, obtendo-se trés picos principais
(CMS1-CMS3). Ao submeter CMS2 a purificacdo em coluna Mono-S Sepharose, obtém-se
cinco picos denominados como CMS2MS1, CMS2MS2, CMS2MS3, CMS2MS4 e
CMS2MS5.
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APENDICE B - Dados sobre arealizacdo da PCR

Tabela 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados nas PCRs para amplificagdo
dos seguimentos gendmicos especificos para Tirosinase, TYRP-1, TYRP-2 e GAPDH.

Primer Oligo senso Oligo antisenso
Tirosinase | GGCCAGCTTTCAGGCAGAGGT | TGGTGCTTCATGGGCAAAATC
TYRP-1 GCTGCAGGAGCCTTCTTTCTC | AAGACGCTGCACTGCTGGTCT
TYRP-2 ACCCATTGGTCACAACCGAA AGAGCAAGACGAAAGCTCCC
GAPDH ACGGCCGCATCTTCTTGTGCA | CGCCCAAATCCGTTCACACCGA

Tabela 2 — Condi¢bes térmicas para a realizagcdo da PCR para 0s genes
Tirosinase, TYRP-1, TYRP-2 e GAPDH.

Tirosinase TYRP-1 TYRP-2 GAPDH
Desnaturagdo | 94° -5 min | 94° -5 min 94° -5 min | 94°-5 min
Prévia
Desnaturacéao | 94° - 30 seg | 94°- 30 seg | 94°- 30 seg | 94° - 30 seg
56,5% -1min | 53,5° -1min 54° - 1min 66,3° - Imin
Anelamento e 30 seg e 30 seg e 30 seg e 30 seg
Extenséo 72°-30seqg | 72°-30seg | 72°-30seg | 72°- 30 seg
Numero de 35 ciclos 35 ciclos 35 ciclos 35 ciclos
ciclos
Extensao 72°-5min | 72°-5min 72°-5min | 72°-5 min
final
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APENDICE C - Dilui¢des dos anticorpos utilizados no Wertern Blotting

Tabela 3 — Diluicdes dos anticorpos primarios e secundérios

Anticorpo/Fabricante Diluicdo
Anti-p-AKT/ Cell Signaling: #4060 1:1000 em BSA 5%/ TTBS
Anti-AKT/ Cell Signaling: #4691 1:2000 em BSA 5%/ TTBS
Anti-pERK 1/2/ Cell Signaling: #43705 1:1000 em BSA 5%/ TTBS
Anti-ERK 1/2/ Cell Signaling: #91025 1:1000 em BSA 5%/ TTBS
Anti-pp38/ Cell Signaling: #9216 1:2000 em leite desnatado

5%/ TTBS
Anti-p38/Cell Signaling: #8690 1:1000 em BSA 5%/ TTBS
Anti-pJNK/Cell Signaling: #9251 1:1000 em BSA 5%/ TTBS
Anti-JNK/Cell Signaling: #9252 1:2000 em BSA 5%/ TTBS

Anti-MITF/Santa Cruz Biotechnology: sc-56725 | 1:100 em BSA 5%/ TTBS
Anti-pl6/Santa Cruz Biotechnology: sc-166760 | 1:100 em BSA 5%/ TTBS

Anti-p21/Abcam: ab7960 1:200 em BSA 5%/ TTBS
Anti-p53/Abcam: ab131442 1:1000 em BSA 5%/ TTBS
Anti-E-caderina/Cell Signaling: #3195 1:1000 em BSA 5%/ TTBS
Anti-N-caderina/Cell Signaling: #4061 1:1000 em BSA 5%/ TTBS
Anti-GAPDH/Cell Signaling: #2118 1:1000 em BSA 5%/ TTBS
Anti- B-tubulina/Santa Cruz Biotechnology: 1:1000 em BSA 5%/ TTBS
sc-101527

Anti-rabbit HRP-conjugado/Sigma: RABHRP1 | 1:10.000 em TTBS
Anti-mouse HRP-conjugado/Sigma: RABHRP2 | 1:10.000 em TTBS
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APENDICE D - Concentracéo citotoxica de CMS2
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Figura 1: Concentracéo citotéxica para 50% da populacdo celular (CC-50) de CMS2
sobre B16F10. Células B16F10 foram semeadas em placas de 96 cavidades (1x10°
celulas/poco) e ap6ds adesao foram expostas a CMS2 (0,5-50ug/mL) ou controle (RPMI 1640
a 5% SFB) por 72 h. A viabilidade celular foi avaliada, pela metabolizacdo do sal de
Resazurina e leitura espectrofotométrica a 570 e 600 nm. A CC-50 foi calculada pela
regressao nao-linear usando o software Graph Prism 5.0, sendo de 10 pg/mL.
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APENDICE E - Viabilidade de células B16F10 na presenca da subfragdo CMS2
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Figura 1: Viabilidade de células B16F10 expostas a CMS2. As células B161F10 foram
semeadas em placas de cultivo de 96 pocos (1x103 células/poco) e expostas a CMS2 (1-10
pg/mL), durante 2-8 dias. Apés cada periodo de exposicao, a viabilidade celular foi avaliada,
por meio da metabolizacdo do sal de resazurina e leitura espectrofotométrica a 570 e 600
nm. Cada coluna representa a porcentagem média + e.p.m de viabilidade celular em cada
grupo. Resultados estatisticamente diferentes em relagdo ao controle - * p< 0,05; ***p<
0,0001 (ANOVA, pés-teste Student-Newman-Keuls).
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APENDICE F - Curva-padrdo de melanina sintética
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Figura 1: Curva-padrdo de concentracdo de melanina. Foi realizada uma curva-padréo
de melanina sintética (Sigma -M8631) com quantidades variando entre 0,2-20ug e realizada
leitura espectrofotométrica a 405 nm. Desse modo, a curva foi utilizada para determinar o
contetido de melanina em microgramas.
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APENDICE G - Atividade amidasica nos sobrenadantes das células B16F10
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Figura 1: Atividade amidasica nos sobrenadantes das células B16F10. Células B16F10
foram expostas a CMS2 (1 a 10 yg/mL) ou permaneceram sem tratamento (células controle)
durante 2 a 8 dias (item 4.2.2.3). ApGs esse periodo, as células foram semeadas em placas
de cultivo e, apds adeséo, os sobrenadantes foram recolhidos e submetidos a dosagem de
proteinas, pelo método de Bradford (item 4.2.1.4). Posteriormente, 5 ug de proteinas totais
foram incubadas para a determinagéo da atividade amidasica (item 4.2.1.5). Como controle
positivo foi utilizado 5 ug da fracdo CMS2.



125

APENDICE H - Expresséo de E-caderina nas células HACAT e A431
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Figura 1: Expresséo de E-caderina nas linhagens celulares HACAT e A431. Células
HACAT (linhagem celular de queratindcitos humanos) e A431 (linhagem celular de
carcinoma epidermoéide) foram cultivadas em frascos de cultivo em estufa de cultura a 37°C
com atmosfera Umida e 5% (v/v) de CO.. Apds atingirem a confluéncia, as células foram
desprendidas dos frascos com auxilio da solucdo de ATV (solucdo de tripsina 0,2% e
versene 0,02%). Apés inativac@o da tripsina com meio de cultivo as células foram lavadas
com PBS pH 7,4 e submetidas a lise celular (item 4.2.2.8). O extrato obtido foi quantificado
em relacdo ao conteudo de proteinas e utilizado (70 pg) para realizacdo da eletroforese em
SDS-PAGE e, posteriormente, desenvolvido o Western Blotting, conforme o item 4.2.2.8. As
guantificagcdes densitométricas para a proteina E-caderina e para o GAPDH, foram
realizadas com auxilio do programa ImageJ. A- Imagens representativas da expresséao de E-
caderina e do GAPDH nas células HACAT e A431. B- Cada coluna representa a média *
e.p.m da expressao de E-caderina, normalizada pela expressdo do GAPDH em cada grupo.



ANEXO A - Protocolo de aprovacéo para o uso experimental de animais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Senhor(a) Professor(a) Mirtam Teresa Paz Lopes,

Apés andlise de sua solicitacio de avaliacio do projeto ATIVIDADE ANTIMETASTATICA DE FRACOES DO

submetido a esta comissdo pelo protocolo 229/2013, a CEUA decidiu aprovar a sua solicitacdo.
Justificativa: Aprovado na reunido do dia 17/08/2015,

Para acessar ao seu projeto clique no link:
https://vwwufmg, br/bioetica/cetea/ceual
Belo Hortzonte, 18/08/2015.

Atenciosamente.
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