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RESUMO

Cancer é uma doenca caracterizada pelo crescimento descontrolado e disseminacéo de células
anormais. Dentre as principais neoplasias,0 melanoma é a principal doenga relacionada a
pelepor possuir alta agressividadee resisténcia a quimioterapia convencional em estagios mais
avancados da doenca, sendo responsavel por 80% das mortes por canceres de pele. Em busca
de novas alternativas terapéuticas, tem se investigado a utilizagdo de modelos de cultura celular
que mimetizem o microambiente tumoral in vivo possibilitando analisar de forma mais
fidedigna in vitro a atividade de drogas promissoras para o tratamento do cancer. Uma das
alternativas € o modelo tridimensional de estrutura dérmica da pele, também denominado de
equivalente dérmico. A 1H-ciclopenta[b]nafto[2,3-d]furano-5,10(3aH,10bH)-diona (1\VVS320),
uma furano naftoquinona sintetizada a partir de 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (Lausona),
apresentou excelentes resultados de citotoxicidade frente as linhagens de melanoma
justificando a selecdo desta substancia para este projeto de pesquisa e a necessidade do
desenvolvimento de outras analises que comprovem realmente seu potencial. Sendo assim, o
presente estudo objetivoupadronizar o modelo de cultura celular em equivalente dérmico, bem
como avaliar a atividade anticancer de 1VS320 em linhagem de melanoma humano SK-Mel-
28. O modelo de estudo proporcionou a comparacdo da atividade citotoxica, genotdxica e
atividade inibitoria de metaloproteinases de 1VS320 em SK-Mel-28 cultivada em equivalente
dérmico e cultura em monocamada,a capacidade de inibir a migracdo da célula e mecanismo
de morte celular. IVS320 apresentou-se citotoxica para SK-Mel-28 nos dois modelos de cultura
celular pelo método do MTT, no entanto sua atividade foi diminuida quando testada no modelo
de equivalente dérmico. A média da CI150 de 1VS320 em SK-Mel-28 cultivada em monocamada
foi 0,5uM nos trés tempos de tratamento. Avaliando a citotoxicidade no modelo de equivalente
dérmico, 1VS320 apresentou aumento no valor da CI50 de forma concentragdo e tempo
dependente, 8,05, 5,22 e 2,7uM em 24, 48 e 72 horas de tratamento respectivamente. No teste
do cometa evidenciaram-se quebras de fitas simples nas trés concentracdes testadas e quebras
de fitas duplas somente na maior concentracdo em células cultivadas em monocamada. Ja no
modelo de equivalente dérmico foram detectados danos somente no cometa pH neutro nas duas
maiores concentracBes. Através do ensaio da zimografia foi possivel avaliar a atividade de
metaloproteinases -2 e -9. Nos resultados obtidos, observou-se o efeito inibitério da atividade
enzimaticade 1VS320 nas trés concentracdes testadas nos dois modelos de cultura celular no
tempo de tratamento de 18 horas. Adicionalmente, no ensaio de motilidade celular, foi
tempos de tratamento (6, 12 e 24 horas) quando testada na maior concentracdo (1,0uM). Na
coloracdo diferencial LA/BE, foi observado um aumento no numero de células apoptoéticas de
forma concentracdo dependente, entretanto, 0 nUmero de células em necrose ndo variou. Os
resultados desta pesquisa contribuem com informacGes acerca da 1VS320 e auxiliam nos
estudos sobre meios alternativos na farmacologia experimental por meio da utilizacdo dos
modelos de cultura celular em equivalente dérmico e evidencia a importancia de novos modelos
experimentais.

Palavras-chave: melanoma, equivalente-dérmico, furano-naftoquinona, citotoxicidade,
genotoxicidade, metaloproteinases.



ABSTRACT

Cancer is a disease characterized by the uncontrolled growth and spread of abnormal cells.
Among the main neoplasms, melanoma is the leading disease related to the skin by having high
aggressiveness and resistance to conventional chemotherapy in advanced stages of the disease,
accounting for 80% of deaths from skin cancer. In search of new therapeutic alternatives, has
investigated the use of cell culture models that mimetizem the Tumor Microenvironment in vivo
allowing more reliable analysis of in vitro activity of promising drugs for cancer treatment. One
of the alternatives is the three-dimensional model of dermal skin structure, also called dermal
equivalent. The 1 h-ciclopenta [b] nafto [2.3-d] furan-5.10 (3aH, 10bH)-Dione (IVVS320), a
furan naphthoquinone synthesized from 2-hydroxy-1.4-naphthoquinone (Lausona), presented
excellent results of cytotoxicity against the strains of melanoma justifying the selection of this
substance for this research project and the need for the development of other analysis showing
their potential. Thus, the present study aimed to standardize the cell culture model in dermal
equivalent, as well as assess the anticancer activity of 1VS320 in human melanoma line SK-
Mel-28. The model of study provided a comparison of the cytotoxic activity is genotoxic
activity of Metalloproteinases and of 1VS320 in SK-Mel-28 cultivated dermal equivalent
culture in monolayer and the ability to inhibit cell migration and cell death mechanism. 1VS320
performed for SK-cytotoxic Mel-28 in both cell culture models by the method of the MTT,
however its activity was decreased when tested in the dermal equivalent model. CI50 average
of IVS320 in SK-Mel-28 grown in monolayer was 0.5 uM in three days of treatment. Assessing
the cytotoxicity in dermal equivalent model, introduced 1VS320 increase in value from the C150
concentration and time dependent, 8.05, 5.22 and 2.7 UM in 24, 48 and 72 hours of treatment
respectively. The Comet test showed themselves simple tape breaks in three concentrations
tested and double tape breaks only in the highest concentration in cells grown in monolayer. In
the dermal equivalent model only damage were detected in neutral pH Comet in the two largest
concentrations. By zymography assay was possible to assess the activity of Metalloproteinases-
2 and-9. The results obtained showed the inhibitory effect of IVS320 enzyme activity in three
concentrations tested in both cell culture models in treatment time of 18 hours. Additionally,
cell motility test, it was observed that 1VVS320 also proved effective as the inhibition of this
activity in all the three days of treatment (6, 12 and 24 hours) when tested in highest
concentration. On differential staining LA/BE, noted an increase in the number of apoptotic
cells of concentration dependent manner, however, the number of necrotic cells not varied. The
results of this survey provide information about 1'\VS320 and help in studies on alternative means
in experimental Pharmacology through use of cell culture models dermal equivalent, and
highlights the importance of new experimental models.

Key words: melanoma, dermal equivalent, furano-naphthoquinone, cytotoxicity, genotoxicity,
Metalloproteinases.
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1.  INTRODUCAO

O corpo humano é constituido de tecidos e 6rgdos formados por diferentes tipos celulares,
sendo sua manutencgdo inteiramente realizada através de um processo fisiolégico denominado
ciclo celular, que em circunstancias normais mantém o equilibrio entre proliferacdo e morte
celular programada (apoptose) permitindo a integridade dos 6rgédos e tecidos. O cancer envolve
mudancas dindmicas no genoma celular, caracterizadas por uma sucesséo de alteragcdes no
material genético de células normais que podem ocorrer de forma espontanea ou induzidas por
agentes externos. Essas alteracdes causam desequilibrio no processo fisiologico celular e
conferem as células caracteristicas importantes que ajudam no desenvolvimento do tumor.
Dentre essas caracteristicas estdo a perda do controle de proliferacao celular, resisténcia a morte
celular e capacidade de invadir tecidos adjacentes ocasionando a metéastase (HANAHAN;

WEINBERG, 2011; MAURO et al., 2011).

O melanoma ¢ a forma mais agressiva de cancer de pele e sua incidéncia triplicou em
populacdes brancas nos ultimos 20 anos. A exposicao a radiacao ultravioleta (UV) juntamente
com ativacdo de proto-oncogenes associada a historico genético sdo fatores chaves para o
aparecimento da doenca. A incapacidade do melanoma em sofrer apoptose em resposta a
quimioterapia e outros estimulos externos representa vantagem na progressdo tumoral,

formacdo de metastases, bem como a resisténcia a varias terapias (KO; FISHER, 2010).

O melanoma pode surgir em areas expostas ao sol como face, bracos e costas, porém,
também pode ocorrer em areas pouco expostas como palma das maos, solas dos pés e embaixo
das unhas ou surgir de nevos atipicos pré-existentes que tornam-se posteriormente displasicos.
O melanoma aparece como mancha escura assimétrica com bordas irregulares com cores

escuras. A detecgdo precoce é de suma importancia para um bom prognostico, se diagnosticado
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logo no primeiro estadgio as chances de cura e sobrevida do paciente aumentam

consideravelmente (CALIFANO; NANCE 2009).

Os avangos na pesquisa do melanoma tém ajudado a entender melhor a fisiopatologia
desta doenca, como por exemplo, as mutacdes que ocorrem no gene BRAF. O gene BRAF
codifica uma das trés serina/treonina quinase da familia RAF em que mais de 75 mutagdes neste
gene ja foram identificados em melanoma cutaneo. A descoberta de mutagdes no gene BRAF
pdde ndo s6 demonstrar uma relagdo causal com progressdo da doenca, como também abrir
margens para a busca de inibidores especificos na sinalizacdo deste gene(SCOLYER; LONG;

THOMPSON, 2011; FORNO; SALDANHA, 2011; MENZIES; LONG, 2013).

A progressdo do melanoma também estd associada a presenca de metaloproteinases
(MMPs) que estdo superexpressas nesta neoplasia maligna. Tais proteinas atuam na degradacéo
de proteinas da matriz extracelular (MEC), primeira barreira para invasao tumoral. Buscar
inibidores especificos para estas proteases pode ser uma estratégia terapéutica no combate do
melanoma. Apesar dos avancos no estudo do melanoma, ainda ndo se obteve grandes
progressos na descoberta de terapias alvo, que venham inibir o melanoma metastatico

(BROHEM et al., 2010).

A maioria dos dados atualmente disponiveis sobre o melanoma humano foram obtidos a
partir de modelos bidimensionais (2D) utilizando culturas celulares em monocamada de células
in vitro. No entanto, as células tumorais crescem in vivo em um ambiente tridimensional (3D),
em que existe relacdo cruzada entre as subpopulac@es de células diferenciadas do cancer, das
mesmas com as células hospedeiras vizinhas ndo tumorais e a matriz extracelular.
Consequentemente, os modelos 3D de reconstrucdo da pele bem como estruturas isoladas da
pele, vém se tornando ferramentas importantes em testes pré-clinicos na busca de novas

abordagens terapéuticas(MEIERet al., 2007).
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A tendéncia, no universo cientifico, é buscar novas substancias de origem natural ou
sintética, que possuam outros mecanismos de acdo e possam servir de modelos no

desenvolvimento de novas e futuras drogas anticancer (WANG et al., 2012).

As naftoquinonas representam uma importante classe de moléculas biologicamente ativas
que sdo comumente encontradas na natureza. O uso destas substancias tem sido intensificado
nos dltimos anos devido a sua ampla gama de atividades biolégicas. Muitas naftoquinonas
naturais e sintéticas sdo conhecidas por serem agentes anti-inflamatorios, antibacterianos,
leishmanicida e tripanocida. Um estudo também demonstrou que os derivados de naftoquinona
apresentam atividades particularmente acentuadas contra fungos e até mesmo contra células

tumorais (FREIRE et al., 2010).

Um estudo realizado por Freire et al., (2010) relatou a potente atividade antifungica de
uma furano naftoquinona sintetizada denominada 1VVS320, em que a atividade apresentou-se
superior ao farmaco de escolha utilizado na clinica, fluconazol. O estudo relatou também que o

composto néo foi citotdxico em células de fibroblasto humano (FERREIRA et al., 2014).

Diante das diversas atividades biologicas de naftoquinonas ja relatadas, propde-se avaliar
a atividade anticancer de 1VS320 em células de melanoma humano em modelo de reconstrucédo
de derme in vitro. Com o intuito de demonstrar que a utilizacdo de plataformas inovadoras como
reconstrucdo de pele in vitro em ensaios citotoxicos é uma ferramenta promissora na busca de
regimes terapéuticos eficazes para o tratamento do cancer por mimetizar com mais fidelidade

0 microambiente in vivo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer

A palavra cancer é atribuida a um amplo conjunto de doengas que tem em comum o
crescimento descontrolado de células malignas. H&a mais de 200 tipos diferentes de cancer,
cada um dos quais com nomenclaturas de acordo com o tipo de tecido da célula de origem

(HANAHAN; WEINBERG, 2000).

O cancer ocorre por uma sucessdo de eventos molecularescomo: mutaces génicas,
instabilidade cromossémica e alteracbes epigenéticas. As alteracdes frequentemente
encontradasocorrem em genes relacionados a proliferacéo, diferenciacdo e morte celular. Tais
alteracdes resultam na proliferacdo descontrolada de celulas anormais com caracteristicas
autbnomas e imortais.Os danos causados ao DNA podem ser devido a acdo de agentes
exogenos, como exemplo fatores ambientais e agentes xenobioticos, ou induzidos por fatores
enddgenos, como danos oxidativos, erros na replicacdo do DNA ou fatores hereditarios

(HANAHAN; WEINBERG, 2011)

Apos o dano sofrido pela célula e quando ndo ha reparo do dano e nem inducéo de
apoptose, inicia-seo processo de carcinogénese. Este processoé composto por trés estagios: o
estagio de iniciacdo, promocao e progressao.No estagio de iniciacdo ocorrem os danos no DNA
da célula transformando-a em uma célula mutada. O segundo estagio, a promoc¢do tumoral,
envolve a expansdo celular iniciando uma lesao local pela modulacéo da expressdo do gene que
resulta em um aumento no niamero de células. Finaliza-se com a progressdo tumoral em que as
células adquirem imortalidade replicativa (MAURO et al., 2011; TANAKA et al., 2013; ZIECH

et al., 2012)
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A desregulacdo do crescimento celular normal de células alteradas é resultante de
mutacOes, amplificaches ou ativagcdo de proto-oncogenes, inativagdo de genes supressores
tumorais e genes envolvidos em mecanismos de reparo do DNA, que desempenham papel

fundamental na iniciagdo tumoral (TYSNES; BJERKVIG, 2007).

As caracteristicas importantes da célula que determinam a malignidade do tumor séo
mecanismos de escape da apoptose e seu potencial metastatico iniciando com a invaséo local e
subsequentemente o extravasamento das células cancerigenas para as proximidades através de

vasos linfaticos e sanguineos (TANAKA et al., 2013).

Essas caracteristicas estdo entre as funcbes biologicas complementares propostas por
Hanahan & Weinberg (2011), em que as células malignas adquirem no decorrer da formagao
tumoral permitindo sua sobrevivéncia, proliferacdo e disseminacdo tais como: (1)auto-
suficiéncia em sinais de crescimento, (2) reducdo dos fatores supressores de crescimento, (3)
resisténcia a morte celular por apoptose, (4) potencial replicativo (imortalidade), (5) inducgéo da

angiogénese e (6) ativacdo da invasdo e metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Talis caracteristicas sdo possiveis devido a quatro mecanismos importantes que também
estdo ativos durante as fases da formacdo tumoral (figura 1) sendo dois deles, crucias para a
aquisicdo das seis capacidades citadas anteriormente: a instabilidade gendmica em células
cancerosas, que leva a formacao de mutacGes aleatorias incluindo rearranjo cromossémico, e 0
estado inflamatério das lesGes pré-malignas que atua diretamente na progressdo do tumor,
fornecendo para o microambiente tumoral fatores de crescimento que sustentam a sinalizacao

proliferativa e fatores de sobrevivéncia (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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ﬁ Marcos emergentes —\

Reprogramacio do Resistencia a destruigio
metabolismo do sistema imune
energético

Estado inflamatério
na progressao do
mutacio tumor

\ Caracteristicas ativadas /

Figura 1: Caracteristicas do Cancer. As quatro caracteristicas funcionais do cancer. Duas caracteristicas funcionais
descobertas recentemente (instabilidade gendmica e estado inflamatério na progressdo do tumor) e duas
caracteristicas ndo funcionais que possibilitam a existéncia do tumor (reprogramacéo do metabolismo energético e
resisténcia a destruicao do sistema imune).

Instabilidade genomica e

Fonte: Adaptado de HANAHAN; WEINBERG, 2011.

Atualmente, o cancer configura-secomo um dos problemas de salde publica mais
complexos, pela sua magnitude epidemioldgica que independe de classe social e econbmica e
por ser a segunda principal causa de morte por doenca no mundo, estando abaixo apenas das
doencas cardiovasculares. A detecgdo precoce e o tratamento adequado do céncer sdo fatores
importantes para o estado clinico e sobrevida do paciente, uma vez que a precocidade no

diagndstico do tumor ira influenciar no éxito da terapia (FERREIRA et al., 2013).

Aproximadamente 8,2 milhdes de pessoas morrem anualmente de cancer (IARC, 2012).A
mais recente estimativa mundial apontou a ocorréncia de 27% de mortes por cancer noano de
2012 numa populacéo de 16 milhdes de pessoas acometidas com doengas ndo transmissiveis
em paises de baixa e média renda, perdendo apenas para doengas cardiovasculares. As
estimativas da Organizagdo Mundial de Satude (OMS) mostram que em 2030 podem ocorrer

13,1 milhdes de mortes por cancer no mundo (OMS, 2014).
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Em regides como Africa, Asia, América Central e América do Sul, a incidéncia de cancer
é maior que 60%, sendo essas regides responsaveis por 70% das mortes por cancer no mundo

(WHO, 2015).

O Instituto Nacional do Céncer (INCA) estima para o Brasil, biénio 2016/2017, a
incidéncia de aproximadamente 600 mil novos casos de cancer entre homens e mulheres. Destes
0s mais incidentes sdo: cancer de prdstata (61 mil); mama (57 mil); colon e reto (17.330 mil em
homens, 17.620 mil em mulheres); traquéia, bronquio e pulmé&o (17.330 mil em homens, 10.890
mil em mulheres); colo do Gtero (16.340 mil); estdmago (12.920 mil em homens, 7.600 mil em
mulheres). Para a regido norte estima-se para 0s anos de 2016/2017 a ocorréncia de mais de

21.400 casos novos de cancer (INCA, 2016).

A quimioprevencgdo € vista como um caminho promissor para o controle do cancer, e
tornou-se cada vez mais importante nos Ultimos anos. Emboravarios agentes anticancerigenos
estejam disponiveis, a maioria deles também causam danos as células normais acarretando em
diversos efeitos secundarios, tais como a imunossupressao, inflamacéo do revestimento do trato
digestivo e queda capilar, diante disso o arsenal quimioterapico exige novas drogas mais
seletivas e menos toxicas para o corpo humano visando a qualidade de vida do paciente(PEREZ;

DANISHEFSKY, 2007; EGGERMONT; ROBERT, 2012).

2.2 Melanoma

O melanomaé uma neoplasia maligna que surge a partir de alteracbes genéticas e da
proliferacdo dos melandcitos ou células progenitoras dos melandcitos localizados na pele
(CALIFANO; NANCE, 2009).

A pele é formada por duas camadas, a epiderme e a derme (figura 2). A epiderme, camada

mais externa, € 80% composta por queratindcitos que estdo dispostos ao longo dos cinco
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estratos que compde a epiderme (estrato germinativo, espinhoso, granuloso, licido e corneo).
Cada estrato representa uma fase de maturacdo dos queratindcitos. J& a camada dérmica é
composta por fibroblastos, coladgeno tipo | e vasos sanguineos, e tem como funcao propiciar a
pele suporte mecénico e nutricional. Os melandcitos, que habitam a juncdo dermo-epidérmica
ou camada basal, e que estdo dispostos entre cada 5-10 queratindcitos basais, sdo células
responsaveis por produzir o pigmento melanina, o qual tem como fungao conferir pigmentacédo
da pele e protecdo contra radiacbes UV (HSU; MEIER; HERLYN, 2002; BROHEM et al.,

2010).

Estrato corneo
Estrato lucido
@@@ Estrato granuloso

Epiderne| | @ || @ |[ @ ||

Estrato espinhoso

Estrato germinativo

Estrato basal

—— Membrana basal

et — Melanocito
Deme| o — =

T = Fibroblasto

Hipoderme .%..Q o6 .‘ —— Tecido adiposo

Figura 2: Camadas da pele e seus componentes celulares. Localizagdo dos melandcitos.

Fonte: Adaptado de BROHEM et al., 2010.
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Descrito pelo Dr. Robert Carswell em 1838 como um tumor “preto fatal”, o melanoma é
caracterizado como 0 mais agressivo tipo de cancer de pele, com elevado poder metastatico e
resisténcia a agentes quimioterapicos em estagios mais avancados da doenca (CAPORALI et

al., 2012).

A etiologia do melanoma estd associada a exposicdo excessiva a radiacdo UV e
predisposicdo do paciente. Varios fatores de riscos relacionados ao desenvolvimento do
melanoma também ja& foram elucidados, dentre eles estdo,pessoas de pele clara ou de origem
caucasiana, presenca de nevos displasicos (atipicos), aumento no nimero de nevos tipicos ou
lesbes pre-existentes na pele, em adicdo aos fatores ambientais, fatores genéticos, historico
familiar e imunossupressdo(GANDINI et al., 2005;GORANTLA; KIRKWOOD, 2014;

PALUNCIC, J. et al., 2016).

O melanoma pode se desenvolver no interior ou proximo a uma lesdo pré-existente ou na
pele saudavel sem evidéncias de lesdo precursora (CALIFANO; NANCE 2009).
Morfologicamente o melanoma manifesta-se como uma lesdo na pele caracterizada por
diferentes formas clinicas. Geralmente essas leses se apresentam como placas, nédulos ou
tumores,inicialmente assimétricos, com varia¢cdes na cor ou apenas como manchas escuras com

bordas irregulares que se alargam ao longo do tempo (COCKERREL, 2012).

O curso clinico do melanoma é determinado pela disseminacao do tumor, dependendo do
tipo, espessura, localizacdo, crescimento vertical ou horizontal, e da histologia do tumor
primario. Com a progressao do tumor, que ocorre tanto em diametro quanto em profundidade,as
células malignas invadem a epiderme e a derme e o tecido conjuntivo resultando em

disseminacdo local e sistémica até a fase final, a metastase (HSU; MEIER; HERLYN, 2002).
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Na presenca de metéstase a sobrevida do paciente reduz consideravelmente, na maioria
dos casos apresentam meédia de sobrevivéncia de apenas 6 a 9 meses dependendo do 6rgdo
comprometido. No entanto pacientes diagnosticados com melanoma na fase primaria sem
presenca de metastase possuem sobrevida de 10 anos na maioria dos casos. O melanoma pode
causar metastase em quase todos os 6rgdos, sendo os ndédulos linfaticos e pulmdes os mais

afetados (LEONG et al., 2011; EGGERMONT; ROBERT, 2012).

2.2.1 Epidemiologia

O melanoma € um tipo de cancer poucofrequente, porém, € um dos mais agressivos e de
maior letalidade entre os canceres de pele, devido sua alta capacidade de metastase. A Gltima
estimativa mundial revelou a ocorréncia de 232 mil casos novos de melanoma no ano de 2012,
com 55 mil dbitos. Mais de 80% dos diagndsticos de melanoma e 65% dos 6bitos por esse
cancer foram verificados na Oceania, Europa e América do Norte, porém, as mais altas taxas

de incidéncia de melanoma estdoem paises com populacéo caucasiana (INCA, 2016).

Para o Brasil, no ano de 2016,estima-se a ocorréncia de 5.670 mil casos novos de
melanoma entre homens e mulheres, onde as maiores taxas estdo para as regides Sul e Sudeste.
Os estados de S&o Paulo e Rio Grande do Sul serdo os mais afetados, com 1.440 mil e 850casos
novos respectivamente. Os estados de Santa Catarina (480 casos novos), Parana (620 casos
novos) e Rio de Janeiro (370 casos novos) também estdo entre os cinco estados com maior

incidéncia desta neoplasia no Brasil (BRASIL, 2016).

Para a Regido Norte, estimam-se 160 casos novos de melanoma entre homens e mulheres,
sendo que desses, 80 estdo previstos para o estado do Amazonas. Em Manaus a estimativa para

2016 sdo de 20 casos de melanoma entre homens e mulheres (INCA, 2016)
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2.2.2 Formas clinicas do melanoma

Considerando o perfil clinico e histolégico o melanoma pode ser classificado em cinco
tipos: melanoma expansivo superficial (MES), melanoma nodular (MN), melanoma lentigo
maligno (LM), melanoma lentiginoso acral (MLA) e melanoma mucosa lentiginosa (MML)

(CALIFANO; NANCE 2009; EGGER et al., 2012).

Dentre os tipos mencionados o (MES) é o tipo mais frequente e abrange aproximadamente
70% dos melanomas malignos (MMs), o qual surge a partir de um nevo estavel pré-existente
ocasionando alteragdes tipicas tais como: ulceracdo, ampliacdo, sangramento e mudancas de
cores que vao do rosa, azul, cinza, marrom e preto (CAINI et al., 2009; COCKERREL, 2012;

EGGER et al., 2013).

O segundo mais comum é 0 MN, ocorre em 10% a 15% dos casos e apresenta-se como
uma lesdo nodular simétrica e uniforme da superficie cutanea que segue invadindo o tecido
conjuntivo, possui cor castanha, negra ou azulada (CALIFANO; NANCE 2009; SCOLYER,;

LONG; THOMPSON, 2011).

Com menor frequéncia ocorre o LM, representa apenas 10% dos casos, atinge
principalmente idosos em regides expostas ao sol caracterizado como manchas acastanhadas ou
enegrecidas que atingem uma regido relativamente grande quando comparado com outros tipos

de melanoma (EGGER et al., 2012; DUNCAN, 2009).

O MLA ocorre com a mesma frequéncia entre pessoas negras e brancas e € o tipo
histolégico mais agressivo, com rapida progressao da fase de crescimento radial para vertical.
Nos Estados Unidos acomete entre 1,8 por 1.000.000 pessoas/ano. Ocorrem nas regides palmo
plantares, extremidades digitais e as areas sub-ungueal (EGGER et al., 2012; ZEBARY et al.,

2013).
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O MML ¢ outro tipo raro, com fatores de risco e etiologia pouco estabelecida, ocorrem
em apenas 3% dos casos e acometem principalmente epitélios de revestimento de mucosas

(CALIFANO; NANCE 2009; TACASTACAS et al., 2014).

2.2.3 Patogenia do melanoma

Apos a transformagdo maligna dos melandcitos, inicia-se a fase de proliferacdo na juncao
dermo-epidérmica (figura 3) onde as células individuais aparecem dispersas formando
agrupamentos celulares com o passar do tempo, nesta fase apresentam-se clinicamente como
manchas claras bem discretas. Com a progressao, as células malignas invadem a epiderme
estendendo-se para as camadas mais externas da pele. Nesta fase, as lesfes ja se manifestam
apresentando anormalidades visiveis, com pigmento marrom ou preto, assimétricas e com bordas

irregulares (HSU; MEIER; HERLYN2002; HAASS; HERLYN, 2005).

In situ Crescimento Crescimento Metdstase
horizontal vertical

piderme

|

Derme

Figura 3: Desenho esquematico das fases do desenvolvimento do melanoma cutaneo, através dos processos de
iniciacdo, promogao e progressao.

Fonte: Adaptado de HOFMANN et al., 2000.

A partir deste processo, inicia-se a fase de crescimento radial, as estruturas que rodeiam

a lesdo também passam a ser ocupadas pelos melandcitos atipicos. E o primeiro estagio
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reconhecivel do melanoma primério. Subsequentemente ocorre a fase de crescimento vertical
em que a massa melanocitica infiltra-se na extensdo da derme e a neoplasia se expande. Nesta
etapa as lesGes ja sdo bem caracteristicas, apresentam-se como nédulos ou manchas com bordas
irregulares ligeiramente elevadas, superior a 6 mm de didmetro. A invasdo progride para o
tecido subcutaneo ocorrendo a partir dai a disseminacdo sistémica por vias linfaticas ou
hematoldgicas com a progressdo do tumor para as regides proximas e distantes no corpo

humano, caracterizando a metéstase (Figura 3) (COCKERREL, 2012).

2.2.4 Genética do melanoma

Sabe-se que o melanoma possui etiologia multifatorial que requer a interacdo de fatores
genéticos e ambientais (AVILES; LAZARO, 2006). A transformacao maligna dos melandcitos
ocorre como resultado secundario, devido a uma ativacdo oncogénica,seja elade origem
genética, incluindo mutacdo génica, delecdo, amplificacdo ou translocacdo, ou de eventos
epigenéticos, como metilacio do DNA e/ou alteracdes na cromatina ou modificacdo de
histonas. Tais alteracOes estdo relacionadas principalmente com genes que regulam o
metabolismo do ciclo celular. Em resposta a essas alteraces, ocorre a geracdo de clones
melanociticos com capacidade replicativa auto-suficiente, capazes de sustentar o crescimento e

viabilidade do tumor (PALMIERIet al., 2009;PALUNCIC et al., 2016).

Vaérios genes relacionados com desenvolvimento e progressdo do melanoma ja foram
elucidados. A mutacdo mais comum nesta neoplasia ocorre no gene BRAFdetectada em
aproximadamente 40% a 50% dos casos configurando-se como o principal biomarcador para
esse tumor. Essa mutacdo envolve a mudanca da valina por acido glutdmico no cédon 600
conhecido como mutacdo V600E(DAVIES et al., 2002; DONG et al., 2003; XING et al., 2005;

UGUREL et al., 2015).
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Outramutacdo no gene BRAF em que ha troca da valina por uma arginina (V600K) também
ja foi descoberta, porém, ocorre com menor freqiiéncia no melanoma. Tais mutagdes estdo

fortemente ligadas a superativacdo da via MAPK (SULLIVAN; FISHER, 2014).

A via MAPK é uma via de proteinas quinase ativadas por mitdgeno (RAS-RAF-MEK-
ERK). Os componentes principais desta via sdo aproteina RAS, uma proteina transmembrana
ligada a proteina G que possui a funcdo de converter sinais da membrana para o nucleo;
Proteinas RAF (Rapidly growing fibrosarcoma) que constituem uma familia de serina-treonina
quinases (ARAF, BRAF e CRAF); MEK 1/2 e ERK 1/2. Tais moléculas sdo responsaveis por
regular varios processos celulares através de uma cascata de fosforilacdo desencadeada por
sinais extracelulares da membrana celular que vdo diretamente para o nucleo induzindo o
crescimento celular, proliferacdo, diferenciacdo e evasdo da apoptose (figura 4) (DHOMEN;

MARAIS, 2009; SHEPHERD; PUZANOV; SOSMAN, 2010).

A via MAPK ¢ ativada por varios receptores, incluindo c-KIT, receptor FGF e c-MET. Em
condicdes fisioldgicas normais ocorre estimulacdo fraca da via, insuficiente para induzir uma

proliferacdo melanocitica(PALMIERI et al., 2009).

No melanoma a ativagdo da via pode ocorrer através da interacdo da proteina RAS com
oncoproteinas RAF (BRAF e CRAF) levando ao inicio da cascata de sinalizacdo (figura 4). No
entanto a aquisicdo da mutacdo V600E desestabiliza a conformacédo da proteina quinase BRAF
inativa para a forma ativa levando a atividade constitutiva da proteina sem a necessidade de
ativacdo pelo RAS, isso culmina na superativacdo da via MAPKconferindo aomelanoma o

poder de auto-suficiéncia em sinais de crescimento(AVILES; LAZARO, 2006).

Mutacdo no NRAS também pode ocorrer em 15% a 20% dos casos de melanoma. NRAS
foi um dos primeiros oncogenes do melanoma a ser caracterizado, € uma proteina de baixo peso

molecular associada a membrana, responsavel por receber e transferir sinais de crescimento da
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superficie da célula para o nucleo através das vias MAPK e PI3BK/AKT (SULLIVAN; FISHER,

2014).

Fatorde
crescimento

Membrana celular
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Figura 4: Visao geral da via de sinalizacdo MAPK ap6s a ligacdo de fatores de crescimento a receptores tirosina-
quinase (RTK). RAS é ativada na membrana plasmatica. RASativado recruta RAFpara a membrana plasmatica,
gue por sua vez torna-se ativada. RAFativada fosforila e ativa MEK, que por sua vez fosforila e ativa a ERK.
ERKativado medeia varias respostas celulares, tais como a proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo celular.
Mutacdes no BRAF o mantém ativo desencadeando a cascata de sinaliza¢do dispensando a ativagao pelo RAS.

Fonte: Adaptado de DHOMEN; MARAIS, 2009.

A ativacdo de BRAF e ERK pode ocorrer em virtude da cascata de sinalizacdo dependente
de AMP ciclico por conseqiiéncia dos estimulos hormonais de a-melanocito (a-melanocite
stimulating hormone - a-MSH) e outros peptideos derivados de propiomelanocortina que se

ligam ao receptor de melanocortina 1 em resposta a radiacdo UV (BUSCA et al., 2000;

DAVIES et al., 2002).
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2.2.5 Metaloproteinases

A malignidade do melanoma esta particularmente associada ao seu fendtipo invasivo e a
capacidade de desenvolver metastase, sendo esta a principal causa de morte desta doenca. A
formacdo de metéstase inicia-se com a disseminacgdo de células tumorais do tumor primario
para tecidos adjacentes(CURRAN; MURRAY, 1999; LEEMAN; CURRAN; MURRAY,

2004).

Para que ocorra a invasdo tumoral e metastase, é necessaria a degradacao e remodelacao
da lamina basal e da matriz extracelular (MEC), que funcionam como barreira fisica para
migrac&o celular. Enzimas proteoliticas possuem importante papel nesta etapa (BLAZQUEZ et

al., 2008).

As metaloproteinases (MMPs) constituem uma familia de enzimas proteoliticas zinco-
dependentes que possuem habilidade de degradar um grupo particular de proteinas da MEC.
Tais enzimas sdo expressas em tecidos normais atuando na remodelacdo do tecido conjuntivo
gue ocorre em muitos processos fisioldgicos. A superexpressao destas proteinas contribui para
diversos efeitos patologicos em virtude da degradacdo da MEC, dentre os quais, artrite
reumatoide, aterosclerose e a invasdo e metdstase em tumores, estando constantemente
aumentadas na maioria das neoplasias malignas (BLAZQUEZ et al., 2008; HWANG et al.,

2010; PEREIRA et al., 2006).

Ja foram relatados oito tipos de MMPs, em que trés séo MMPs tipo membrana (MT-
MMPs), ligadas covalentemente a membrana celular, enquanto que as outras cinco séo MMPs

secretadas que se localizam na superficie da célula (HSU et al., 2002).

No melanoma as MMPs envolvidas no processo de progressdo tumoral sdo as gelatinases

MMP-2 e MMP-9. Essas enzimas sdo superexpressas no melanoma eestdo amplamente
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associadas com a agressividade e o potencial metastatico desse tumor. Elas atuam promovendo
a desnaturacdo da laminina e colageno tipo 1V, elementos fundamentais da membrana basal e
primeira barreira a ser degradada durante o processo de invasdo, facilitando a migracdo das
células de melanomapara a derme e outros tecidos da pele e corrente sanguinea (HSU et al.,
2002; HOFMANN et al., 2005; RIBEIRO et al., 2008; BROHEM et al., 2010). As MMPs
também atuam em estdgios mais tardios do desenvolvimento do melanoma promovendo o
crescimento sustentado do tumor pela ativacdo de fatores de crescimento e hormdnios, como
por exemplo, o a-MSH, hormdnio responsavel por ativar o ciclo celular nos melanécitos

(CROWSON et al., 2007).

No decorrer da evolugdo do melanoma, aMMP-2 é secretada na sua forma inativa (pro-
MMP-2). A pro-MMP2 por sua vez é ativada pelo complexo TIMP-2/MT1-MMP.
Particularmente a MMP-2 atua promovendo a clivagem de proteinas da matriz extracelular e
segundo Hofmann et al. (2005) ela ainda age interagindo com moléculas de adeséo célula-célula
principalmente sobre o complexo E-caderina/B-cateninae fatores de crescimentopromovendo a
motilidade celular e invasdo enquanto que as MMP-9 modulam a permeabilidade do endotélio
vascular e vascularizacdo do tumor. A inibicao dessas proteinas ou da atividade delas pode ser
uma estratégia terapéutica relevante contra o melanoma(GALIS et al., 1994; LEVICAR,;

NUTTALL; LAH, 2003).

2.2.6 Tratamento do melanoma

A prética padrdo para tumores sélidos em casos que a doenca estd menos avancada € a
excisdo do tumor primario juntamente com o tecido circundante para evitar a recorréncia local.
Essa préatica geralmente é associada a quimioterapia, radioterapia e terapia hormonal(STUCKY

etal., 2010; DAVEY; WESTHUZEN; BOWDEN, 2015).
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Devido a limitada compreensdo da fisiopatologia do melanoma, poucos novos
tratamentos foram aprovados pelo 6rgéo regulador americano Food and Drug Administration
(FDA)para o melanoma nos ultimos 40 anos. Atualmente a abordagem terapéutica
convencional para esta neoplasia é o uso da Dacarbazina e outras drogas citotoxicas como
Carboplatina e Paclitaxel que atuam como complemento a remocao cirurgica. No entanto, em
casos avangados do melanoma, a resposta a essa droga resulta em um tempo médio de sobrevida
de 6 a 7 meses para 0 paciente, e nenhum outro regime terapéutico provou ser superior a

Dacarbazina em termos de sobrevivéncia (TARHINI; AGARWALA, 2006).

A Dacarbazina - 5-(3,3-dimetiltraiazeno)imidazol-4-carboxamida é um derivado
imidazol-carboxamida da classe das a purinas. Seu mecanismo de agdo constitui com a adicéo
de um grupo alquilo nas bases de ADN, impedindo a replicagéo celular (TREISMAN; GARLIE,

2010).

Felizmente o tratamento do melanoma metastatico tem progredido nos ultimos 10 anos
em virtude dos avancos na pesquisa sobre o desenvolvimento e progressao desta neoplasia.
Desde entdo a aplicacao de terapias desenvolvidas que atuem especificamente nesses pontos
como, por exemplo, “mutagdes motoristas” oncogénicas e bloqueio do sistema imune tém

aumentado gradativamente (DAVEY; WESTHUZEN; BOWDEN, 2015).

A imunoterapia passou a ser uma abordagem valida e potencialmente eficaz no tratamento
do melanoma. Essa terapia envolve a utilizacdo de citocinas, vacinas e anticorpos direcionados
com potenciais promissores. Nos Estados Unidos (EUA) foi aprovado pela FDA o uso da
interleucina-2 (IL-2), uma citocina que estimula a producédo de células assassinas ativadas por
linfocinas (LAK)que detectam e lisam as células tumorais. Cerca de 8% dos pacientes de fase
IV tratados com alta dose IL-2apresentaram sobrevivéncia a longo prazo(EGGERMONT;

ROBERT, 2011; GORANTLA,; KIRKWOOD, 2014).
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Estudos com anticorpo monoclonal anti-linfocito T citotoxico associado & proteina 4
(CTLA-4) também demonstrouum bom potencial anti cancer. O Ipilimumab foi o primeiro
anticorpo monoclonal anti-CTLA-4 testado para o tratamento do melanoma. Este ativa o
sistema imune ligando-se ao receptor da CTLA-4 expresso nas células T impedindo a ligacdo
de CD86. Com isso a atividade e sobrevivéncia das células T sdo aumentadas. Tais células séo
entdo capazes de identificar e iniciar a destruicdo do tecido tumoral. Outros anticorpos
monoclonais anti-CTLA-4 também estdo sendo investigados, como Tremelimumab, bem como

sua associagdo com Ipilimumab (SHTIVELMAN et al., 2014).

A proteina de morte celular programada também conhecido como PD-1 e CD279 (cluster
de diferenciacdo 279), € uma proteina que em seres humanos é codificada pelo gene PDCD1.
PD-1 é um receptor expresso na superficie de células T CD8. PD-1 liga-se a dois ligantes, PD-
L1 e PD-L2 que séo expressos pelo tumor e microambiente tumoral, tal fato funciona como
ponto de controle imunoldgico com regulagdo negativa do sistema imune evitando a ativacéo
das células T-CD8. Em resposta, ocorre a protecdo das células tumorais da morte imune
mediada, um processo denominado resisténcia imune adaptativa. Com 0s avancos na pesquisa
do melanoma, ja foi detectada uma alta expressao de PD-L1 nessas células tumorais. Ensaios
clinicos utilizando antagonistas de DP-1 e DP-I1 resultaram na aprovacédo pelo FDA a terapia
com Pembrolizumab em pacientes com melanoma avancado. Esses ensaios exibiram uma taxa
de 38% de resposta com sobrevida maior que 7 meses (SHTIVELMAN et al.,, 2014,

GORANTLA; KIRKWOOD, 2014).

A descoberta das vias de sinalizacdo que estdo desreguladas no melanoma, também
possibilitou o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Estes tratamentos visam a
interrupcdo das viasque estdo excessivamente ativas nas células de melanoma e que séo

responsaveis por regular a proliferacdo celular, como exemplo, a via RAS/RAF/MEK/ERK. Os
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componentes dessas vias responsaveis por ativar as cascatas de sinalizagdes sao o0s alvos mais

promissores para tratamentos especificos (TREISMAN; GARLIE, 2010).

O primeiro farmaco desenvolvido para atuar nessa via foi o inibidor PLX4032, conhecido
como vemurafenib. Este atua especificamente como inibidor de BRAF mutanteexibindo
resultados promissores com uma taxa de resposta de 69% em ensaios clinicos(EGGERMONT;

ROBERT,2011; ASHWORTH; DAUD, 2014).

Terapias que atuem na inibicdo de NRAS também demonstraram ser promissoras no
tratamento do melanoma. Exemplos desses farmacos séo os inibidores da farnesiltransferase
(FTIs). FTlIs alteram a modificacdo pds-traducional de NRAS impedindo a sua inser¢éo na
membrana. Um estudo de fase Il do FTI R115777 em pacientes com melanoma avancado

resultou na potente inibicdo de FT no tecido tumoral (JACOMASSO, 2010).

Outro foco na terapia do melanoma, esta na inibicdo da atividade das MMPs que ha muitos
anos vem sendo investigada como um método para controlar a propagacdo metastatica do
tumor. A busca por inibidores especificos para estas proteases pode ser mais uma estratégia
terapéutica para esta neoplasia maligna. Estudos tém avaliado o efeito de Batimastate e

Marimastate como inibidores de MMPs (HOFMANN et al., 2005).

O Batimastate, inibidor do tipo hidroxamato sintético e Marimastate apresentam atividade
inibitoria em relacdo ao crescimento de tumores e metastases de pulmao em diferentes modelos
de tumor de rato. Estudos utilizando o Marimastate, em que foi testado na dose de 100 mg duas
vezes ao dia observou a reducdo do tumor. Porém, em pacientes com cancer em que 0
tratamento foi dado por varias semanas, ocorreu o0 surgimento de varios efeitos toxicos, como
sindrome do musculo esquelético com inflamacdo periarticular, e dessa forma tais efeitos

limitam o uso continuo deste medicamento (WATSON, 1999; QUIRT et al., 2002).
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Grupos que incluem hidroxamatos, carboxilatos, fosfinatos, e tiolatos também atuam
como inibidores de MMPs. Destes, 0s hidroxamatos que sdo caracterizados pela presenca do
acido hidroxamico apresentam efeito inibidor mais potente. No entanto, existem preocupacoes
sobre a farmacocinética desfavoravel, baixa solubilidade e toxicidade, tornando seu uso clinico

problemético (HU; SHELVER, 2002).

Apesar dos avangos na pesquisa de novas estratégias terapéuticas para 0 melanoma, ainda
ha uma grande lacuna em relacdo a terapias mais eficazes visando a cura ou melhora do
progndéstico do melanoma metastatico. Embora haja varias opc¢des para o tratamento desta
neoplasia, tornou-se evidente que qualquer tratamento é improvavel obter a cura,
principalmente em casos avangados da doenca devido a natureza altamente agressiva do
melanoma e capacidade de desenvolver resisténcia a terapia. Com isso, ainda ha grande
necessidade de buscar terapias mais promissoras que visem o0 bom prognéstico para esta
neoplasia ou até mesmo a cura, através da compreensdo das alteragdes moleculares que
fundamentam o desenvolvimento do melanoma, bem como qualquer interacdo do tumor,
sejaela, interacdo célula-célula, interacdo com microambiente tumoral ou até mesmo com a
ajuda de novas plataformas para o estudo de novas drogas (LI et al., 2012; SHUPTRINE;

SURANA; WEINER, 2012).

2.3 Modelo de cultura celular em equivalente dérmico

Uma das maiores descobertas no meio cientifico foi o desenvolvimento de métodos de
cultura celular com a manutencédo de células vivas independentes do seu organismo de origem.
Este método assumiu um importante papel no estudo da biologia celular, bem como o uso desse
mecanismo como plataforma de estudo para desenvolvimento de farmacos (ASTASHKINA,;

MANN; GRAINGER, 2012; ASTASHKINA; GRAINGER, 2014).
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Os desafios no tratamento do melanoma é desenvolver drogas com atividade potencial
para obter a cura ou melhorado prognéstico de pacientes com doenca avangada, desviando ainda
dos mecanismos de resisténcia da célula tumoral em questdo(TALUKDAR et al., 2011;

BRAUCHLE et al., 2013).

Varios estudos tém demonstrado a importancia do microambiente tumoral na biologia do
melanoma e sua implicacdo na progressdo e tratamento. Sabe-se que os componentes do
microambiente e de autofagia contribuem para 0s mecanismos de sobrevivéncia e resisténcia
do tumor a quimioterapia (OLUMI, A. F., et al., 1999; KALLURI, R.; ZEISBERG, M., 2006;

TIAGO et al., 2014).

A partir desta constatacdo varias perspectivas surgiram sobre a validacdo de modelos de
cultura celular que mimetizem o microambiente tumoralin vivo, na pesquisa e desenvolvimento

de novas estratégias terapéuticas pro cancer (TIAGO et al., 2014).

O microambiente tumoral é caracterizado por um complexo de componentes celulares e
ndo celulares que viabiliza o desenvolvimento e progressao tumoral. Esta rede reguladora inclui
moléculas da MEC (colageno, laminina, fibronectina e proteoglicanos), fibroblastos, células do
sistema imune entre outros. Além disso, moléculas bioativas como citocinas, fatores de
crescimento e horménios também sdo elementos importantes do microambiente tumoral

(KALLURI, R.; ZEISBERG, M., 2006; BROHEM et al., 2010).

As interacdes entre as células tumorais e os elementos do microambiente sdo fatores
determinantes para progressdo tumoral. Um exemplo disso pode-se citar a MEC, um dos
principais componentes do microambiente tumoral e primeira barreira para invasao das células
tumorais. Ao longo da progressdodo tumor, os componentes do microambiente contribuem para
varias fases do processo carcinogénico promovendo crescimento tumoral, metastase e

resisténcia as drogas (SEO; DELNERO; FICHBACH, 2014).
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A utilizacdo de modelos que mimetizem o microambiente tumoral parecem estar mais
préximos de promover uma reposta fidedigna frente a atividade de agentes com potencial
quimioterapico conferindo resultados mais reais e racionais. Tais plataformas contribuem ainda
para a diminuigdo de testes em animais (ASTASHKINA; MANN; GRAINGER, 2012;

ASTASHKINA; GRAINGER, 2014).

A inovacdo em modelos de cultura celular traz para o @mbito da pesquisa plataformas de
cultura 3D. Esses modelos de cultura celular tém como objetivo propiciar um microambiente
tumoral que equivale ao organismo de origem, em que as células assumem sua morfologia
natural envolvendo ainda mecanismos de sinalizacdo intercelular que sdo essenciais nos
processos de migracdo, diferenciacdo e desenvolvimento do tumor (SEO; DELNERO;

FICHBACH, 2014).

No estudo do melanoma, 0 microambiente tumoral é necessario para a proliferacao e
expressdo do fendtipo invasivo da célula, pois este é capaz de controlar os processos que
determinam a proliferacéo, diferenciacdo e apoptose. Controle esse mediado pela comunicacéo
extracelular através de fatores de crescimento e redes de sinalizacdo, bem como por interacdes
fisicas entre as células através da adesdo célula-célula e adesdo célula-matriz(TALUKDAR et

al., 2011; BRAUCHLE et al., 2013; VORSMANN et al., 2013).

Sistemas de cultura celular em monocamada (2D) sdo limitados para este fim, pois alem
de ndo mimetizar a complexa estrutura fisioldgica da pele humana, causam mudancas na
morfologia e na expressdo de genes relacionados ao crescimento, migracao e invasao tumoral,
que ndo refletem o do fendtipo in situ. Isso mascara as atividades biolégicas de células tumorais
in vitroo quereflete na resposta as drogas, que em muitos casos tem sua atividade potencializada
(BROHEM et al, 2010; MARRERO; HELLER, 2012; ASTASHKINA; MANN; GRAINGER,

2012).
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Melanoma em cocultura com queratindcitos e/ou fibroblastos na presenga de matriz
extracelular assumem um feno6tipo semelhante ao que ocorre in vivo, com morfologia
multidendritica, mantendo constante a razdo numérica em relacdo as outras células, além de
assumirem um arranjo espacial no microambiente 3D (BRAUCHLE et al., 2013; VORSMANN

etal., 2013).

A utilizacdo de modelos experimentais 3D paracultura de melanoma propicia o resgateda
fisiopatologia tumoral, pois, em contato com a MEC as células tumorais tornam-se capazes de
evadir mecanismos de morte por apoptose e aumentar a secre¢cdo de MMPs e citocinas que
favorecem a evolugdo tumoral. Diferentemente das culturas em monocamada, onde as células
apresentam-se dispersas numa estrutura plana formando um tapete de células sem presenca de
matriz extracelular (figura 5), estando totalmente expostas aos efeitos da droga (TALUKDAR

et al.,, 2011; BRAUCHLE et al., 2013; VORSMANN et al., 2013).

Cultura em monocamada (2D) Cultura em trés dimensdes (3D)

6:5:75157
ﬁtﬁygﬁ?

Figura 5: Esquema mostrando a diferenga no arranjo espacial das células cultivadas em monocamada e em
modelos de cultura 3D.

Com os avancos na tecnologia de cultura 3D, hoje é possivel reproduzir in vitro estruturas
da pele baseadas no modelo 3D colonizada por células dérmicas (fibroblastos) dispostas em
uma matriz de colageno tipo Irecobertas por células de melanoma,denominadas de equivalente
dérmico (figura 6). Com esse modelo é possivel avaliar a interacdo das células de melanoma

coma matriz extracelular determinando a invasdo celular, interacéo da célula de melanoma com
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as células de fibroblasto, secrecdo de citocinas e de proteinas como as MMPs, que influenciam
na progressdo do melanoma, bem como avaliar a resposta das células e desses componentes a
atividade citotdxica ou reguladora de drogas submetidas a essas plataformas(SEMLIN et al.,

2011; MATTEI-PAILLER et al., 2014).

= _— Células de melanoma

> Fibroblasto
Colageno tipo 1

Figura 6: Esquema do rearranjo das células de fibroblasto e melanoma no modelo de cultura 3D denominado
equivalente dérmico.

Fonte: Adaptado de TIAGO et al., 2014.

Varios estudos vém utilizando essa nova abordagem. Schittek et al., (2007) utilizaram um
compartimento dérmico reconstituido in vitro para analise de proliferacdo, migracao e invasao
de células de melanoma metastatico humano da linhagem SK-Mel-28. Ponec & Kempenaar
(1995) utilizaram recombinacdes de duas subcamadas de pele humana, para estudar o efeito
citotoxico de lauril sulfato de sddio. Um dos modelos utilizados por eles foi a reconstrucao da

matriz dérmica utilizando colageno tipo 1 povoado por fibroblastos.

Logo, os modelos de reconstrucdo da pele 3D que recriem com mais fidelidade o
microambiente tumoral parecem ser plataformas promissoras no estudo e desenvolvimento de
novos farmacos, objetivando-se alcancar modelos ainda mais complexos e completos a fim de
se obter doses terapéuticas reais de drogasque possam ser utilizadas em estudos de fazes clinicas
e pré-clinicas minimizando os efeitos colaterais e potencializando os efeitos da droga, bem

como, diminuindo os testes em animal.
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2.4 Naftoquinonas

Os primeiros relatos sobre a utilizacdo de compostos contendo naftoquinonas sdo do antigo
Egito (cerca de 4000 anos). Lausona, uma naftoquinona encontrada em extrato de Lawsonia
inermis é utilizada na Asia ha séculos por possuir propriedades cosmetolégicas, como tintura
de cabelo e pintura de pele e unhas, sendo utilizada para estes fins pelo mercado mundial desde

1890 (SAURUASARI et al., 2007).

As naftoquinonas sdo amplamente distribuidas na natureza como metabélito secundario de
bactérias, fungos, animais e plantas. Destacam-se como objetos de interesse em muitas
pesquisas por possuir potente atividade antitumoral, antiparasitaria, leishmanicida, tripanocida,
anti-inflamatdria, antibacteriana e antifingica (JORDAO et al., 2013; ELAVARASAN;

GOPALAKRISHNAN, 2014).

Vérios compostos contendo a por¢cdo quinona ja sdo utilizados na clinica atuando como
importantes farmacos anticAncer. Dentre eles estdo doxorrubicina, daunorrubicina,
mitoxantrona e mitomicina (CAMPOS et al, 2012; FERREIRA et al, 2013;

MALLAVADHANI et al., 2014).

As naftoquinonas comp8em um grupo de compostos dicetdnicos com um esqueleto basico
aromatico derivado do naftaleno pertencentes a familia das quinonas. Elas apresentam na sua
conformacéo anel naftaleno com dois grupos carbonilicos nas posi¢ées 1,2 (orto-quinonoidica)

ou 1,4 (para-quinonoidica) (Figura 7) (DIOGO et al., 2013; LUCAS et al., 2014).
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Figura 7: Estrutura quimica da 1,2-naftoquinona (A) e 1,4-naftoquinona (B).

O mecanismo de acdo das naftoquinonas ainda é pouco esclarecido, no entanto, estudos ja
relataram que parte do mecanismo envolve a formacéo de espécies reativas do oxigenio (ROS)
como o perdxido de hidrogénio (H202), anion radical superéxido (O2-) e radical hidroxila
(HOe) induzidas pela biorredug¢ao do complexo quindnico, resultando no estresse oxidativo das
células ou induzindo a apoptose por inibicdo do complexo das topoisomerases, em que as
células perdem a habilidade de reparo, determinando o potencial desses compostos em causar
danos ao DNA pela quebra de fitas simples e/ou dupla. Também séo propostos 0s mecanismos
de intercalacdo na dupla hélice do DNA e alquilacdo dos nucleotideos(SILVA; FERREIRA,;

SOUZA, 2003; CAMPOS et al., 2012; SUNASSEE et al., 2013).

A capacidade desses compostos de produzirem ROS relaciona-se com o potencial de
reducdo da molécula associado aos substituintes presentes no anel bem como a posi¢do em que
se encontram, o substituinte hidroxila diminui a toxicidade do composto, em contrapartida o
anel bezeno aumenta a toxicidade formando a glutationa dissulfeto por oxidacdo da glutationa
que por sua vez diminui a capacidade da célula de remover os radiais livres (FERREIRA et al.,

2010).

Dentre as naftoquinonas naturais destaca-se o lapachol [2-hidroxi-3(3-metil-2-butenil)-
1,4-naftoquinona] originalmente isolado a partir da madeira de varias espécies de arvores

brasileiras da familia Bignoniaceae, seus derivados isoméricos o e B-lapachona apresentam
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atividade antitumoral. Estudos anteriores como o de Salas, et al. (2008) em que avaliou a
atividade tripanocida de derivados de lapachol, a e B -lapachona através da inibicdo do
crescimento e viabilidade de T. cruzi epimastigota, descreve também a boa atividade destes
derivados frente a esse parasita, através da capacidade em produzir radicais livres (SALAS et

al., 2008).

Sunassee e colaboradores (2013) também avaliaram a atividade citotdxica de derivados
do lapachol, a e B-lapachona em células de cancer esofagico (WHCO1) em que a maioria
exibiram boa citotoxicidade (CI50 1.6e11.7 mM) em comparagdo com o farmaco de escolha
atual cisplatina (C150 ¥4 16.5 mM), também foi observado que os compostos ndo foram toxicos

em células NIH3T3 de fibroblastos normais (SUNASSEE et al., 2013).

2.4.1 Furano Naftoquinona

A 1H-ciclopenta[b]nafto[2,3-d]furano-5,10(3aH,10bH)-diona, denominada de 1VS320
(Figura 8), é uma furano naftoquinona sintetizada a partir de uma 2-hidroxi-1,4-naftoquinona

(Lausona) (FREIRE et al., 2010).

@S
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Figura 8: Estrutura quimica da 1H-ciclopenta[b]nafto[2,3-d]furano-5,10(3aH,10bH)-diona (I1VVS320).

IVVS320 foi sintetizada como descrito em Freire et al., (2010) em que também avaliaram a
atividade antifingica do composto contra 6 espécies de Candida sp. isoladas da cavidade bucal
de pacientes com proteses removiveis. A atividade apresentada foi significativamente superior

a farmacos de escolha como o Fluconazol. Um dos mecanismos proposto para 1VS320 em



43

celulas fungicas ¢ a despolarizagdo da membrana, uma vez que este ndo altera a estrutura da
parede celular dos fungos. O estudo também demonstrou que 1VS320 ndo apresenta toxicidade
contra fibroblastos humanos, despertando interesse na avaliacdo da citotdxica de 1VS320 em

células humanas tumorais (FREIRE et al., 2010).

Em um estudo por Ferreira et al. (2014) também avaliou-se a atividade antifingica de
IVS320 em 89 microrganismos, incluindo agentes de leveduras oportunistas, dermatéfitos e
fungos filamentosos. 1VS320 exibiu boa atividade apresentando menor MIC (concentragdo
inibitéria minima) através das espécies testadas. O MIC de 1VS320 foi particularmente baixo
para dermatofitos (valores variando 5-28 ug / ml) e de Cryptococcus sp. (3-5 ug / ml)

(FERREIRA et al., 2014)

Estudos utilizando outras furano naftoquinonas relataram citotoxicidade em quatro
linhagens celulares de leucemia, MOLT-4 e CEM (linha de células linfoides) e K562 e KG1
(linhas de células mieldides), apresentando alto potencial citotoxico contra todas as linhagens
testadas, mostrando resultados ainda melhores do que os compostos terapéuticos classicos,

como a doxorrubicina ou cisplatina (CARDOSO et al., 2014).

Esse trabalho se propde avaliar o potencial citotoxico de 1VS320 na linhagem de
melanoma humano (SK-Mel-28) cultivado em dois modelos de cultura celular, modelo em
monocamada (2D) e modelo de equivalente dérmico (3D), para efeito de comparacdo da

atividade citotoxica da substancia frente aos dois modelos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade anticancer da 1H-ciclopenta[b]nafto[2,3-d]furano-5,10(3aH,10bH)-diona

(IVS320) em modelos de cultura celular.

3.2. Objetivos Especificos

e Determinar o potencial citotoxico da IVS320 em monocamada e em equivalente dérmico;
e Determinar o potencial genotoxico da 1VS320 em monocamada e em equivalente dérmico;

e Avaliar o potencial da I\VS320 sobre as metaloproteinases MMP2 e MMP9 em monocamada
e em equivalente dérmico;

e Avaliar a atividade da 1VVS320 sobre a motilidade de células de melanoma humano cultivada
em monocamada;

e Determinar o tipo de morte celular induzido pela 1VS320 em células cultivadas em
monocamada;

e Comparar os resultados obtidos da cultura em equivalente dérmico humano com cultura em

monocamada do tratamento da linhagem de melanoma SK-Mel-28 com 1VVS320.
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4.1 Delineamento experimental
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4.2 Obtencédo da amostra

A amostra utilizada, 1H-ciclopenta[b]nafto[2,3-d]furano-5,10(3aH,10bH)-diona,
denominada de 1VS320, foi obtida sinteticamente a partir de 2-hidroxi-1,4-naftoquinona
(Lawsona — Ci1oHeO3) pelo grupo de pesquisa do Departamento de Quimica Orgéanica da
Universidade Federal Fluminense-UFF como descrito em Freire et al., (2010) e foi cedida pelo
Prof. Vitor Francisco Ferreira da Universidade Federal Fluminense.

4.3 Linhagens celulares

Neste estudo foi utilizada a linhagem de melanoma metastatico humano (SK-Mel-28)
gentilmente doada pela Profa. Dra. Silvya Stuch Maria-Englerda da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo — USP e linhagem ndo neoplasica de fibroblasto

humano (MRC-5) doada pela Profa. Dra. Raquel Montenegro da Universidade Federal do Para

— UFPA.
p53 p53 pl4 pl6 BRAF NRAS Apaf-1  Casp8 Bcl-2  Bcl-xL Mcll
Linhagem induzido (RNAm) (RNAm) (V599E) (éxon 3) (prot) (prot) (prot) (prot) (prot)
SK-Mel-28 R273HR -* ND xx Mutant Wt -1+ ++ ++ ++ ++

Tabela 1: Caracteristicas genéticas da linhagem neoplésica utilizada. p53 R273H: mutagdo hot spot da proteina,
resultando na substituicdo de arginina por histidina no codon 273. Esta mutacéo ocasiona ganho de funcéo, por
perda de funcgBes supressoras de tumor e aquisicdo de novas atividades oncogénicas; - B-RAF (V599E): mutacdo
ocasionada pela substituicdo de timina por adenina, no codon 1796 (A1796T), resultando na substituicdo de valina
por &cido glutdmico no codon 599; N-Ras (éxon 3) Q61R: mutacdo majoritariamente no cddon 61, presente no
éxon 3, ocasionada pela substituicdo de adenina por guanina no nucleotideo 182 (A182G), que resulta na
substituicdo de glutamina por arginina; Wt: wild-type (selvagem).

Fonte: Adaptado de SANTOS, 2011.

4.4 Padronizacdo do modelo de cultura celular 3D — Equivalente Dérmico

O ensaio de geracdo de equivalentes dérmicoscom melanomas foi realizado de acordo com

Santos (2011) com modificacdes. O colageno foi obtido na forma de gel hidratado e esteril,
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proveniente de extracdo de colageno tipo | de tenddo de cauda de ratos Wistar. O equivalente
dérmico foi obtido mediante a ressuspenséo de fibroblasto humano (MRC-5) em mistura de
colageno composta de 2,5mg/mL de colageno tipo | (750uL volume final), soro fetal bovino
(SFB) (50pL volume final), tampéo de reconstituicdo 10X (TR 10x) (NaOH 0,05 M, NaHCOs
2,2%, HEPES 200 mM — 100puL volume final) e meio de cultura HAM-F12 10X (GIBCO —

100pL volume final).

Ressuspendeu-se 15x10*de MRC-5 na mistura de colageno, que foi transferida para placas
de 24 pocos (1mL/ poco) e, apos a gelificacdo em estufa a 37°C, em atmosfera de 5% de CO»,
foi adicionado meio de culturaDulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (1mL/poco)
contendo células de melanoma metastatico humano SK-Mel-28 (10x10%células/mL), com
posterior cultivo em estufa em atmosfera de 5% de CO2, a 37°C.Omeio DMEM foi trocado a
cada dois dias. O cultivo foi realizado durante 5 e 10 dias para a analise do melhor tempo de

cultura do modelo. O procedimento esta representado na figura 9.

Coldgeno tipo 1

RAMFI1210x §
TR 10x ™ Colagenotipo 1
RAMFI1210x
TR 10x
MRC-5
" SFB
MRC-5
SFB

L
SK-Mel-28 I 5 .
a Equivalente Dérmico + melanoma

Figura 9: Esquema da obtencéo do equivalente dérmico e plaqueamento da linhagem SK-Mel-28 sob o equivalente
dérmico. Preparou-se uma mistura de coldgeno, composta de colageno tipo 1, HAM F12 (10x) e tampdo de
reconstituicdo (10x). Adicionou-se MRC-5 ja ressuspendida em SFB a mistura. Apds gelificagdo do coldgeno
adicionou-se meio DMEM contendo a linhagem de melanoma SK-Mel-28.
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Para o ensaio do cometa em equivalente dérmico foi realizada uma adaptagdo ao modelo.
Em que, foi plaqueada a mistura de colageno composta de 2,5mg/mL de colageno tipo | (750uL
volume final), tampdo de reconstituicdo 10X (NaOH 0,05 M, NaHCO3 2,2%, HEPES 200mM
— 100pL volume final) e meio de cultura HAM-F12 10X (GIBCO — 100pL volume final) sem
a adicdo de fibroblasto humano. A mistura foi ent&o adicionada em pogos de placa de 24 pogos
(ImL/ poco) e, apds a gelificagdo em estufa a 37°C, em atmosfera de 5% de COy, foi adicionado
meio de cultura Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (1mL/poc¢o) contendo células de
melanoma metastatico humano SK-Mel-28 (10x10*células/mL), com posterior cultivo em

estufa em atmosfera de 5% de CO3, a 37°C. O procedimento esta representado na figura 10.

Colageno tipo 1
RAMF1210x — >
TR 10x
L —
() SK-Mel-28

Mistura de coligeno + melanoma

Figura 10: Esquema do plagueamento da mistura de coldgeno composta de colageno tipo 1, HAM F12 (10x) e
tampdo de reconstituicdo (10x) com posterior plagueamento da linhagem SK-Mel-28 sob o colageno gelificado.

Para avaliacdo da morfologia celular tridimensional no equivalente dérmico apds o
periodo de incubacdo de 10 dias. Foi realizado cortes histologicos corados em H&E

(Hematoxilina e eosina).

Apos os tempos de incubacdo do equivalente dérmico com células de melanoma SK-Mel-

28, foi retirado todo meio de cultura do pogo e os pogos foram lavados com PBS. Cada
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equivalente foi retirado da placa com auxilio de pincas e envolvido em esponja histologica
embebida com formaldeido 10% com posterior armazenamento em cassete histoldgico. Cada
cassete foi mergulhado em um recipiente contendo formaldeido a 10% e incubado overnight a
4°C. Ap0s o periodo de incubacédo o cassete foi estocado em recipiente contendo etanol 70% a

4°C até ser processado.

e Processamento Histotécnico

Apbs este processo, 0s cassetes foram alocados no Aparelho Histotécnico
(HISTOTECNICO OMA) que é constituido por dez cubas contendo as seguintes substancias

na respectiva ordem:

1. Formol Tamponado a 10%.

2. Alcool Etilico a 80%.

3. Alcool Etilico a 95%.

4. Alcool Etilico Absoluto a 100%.
5. Alcool Etilico Absoluto & 100%.
6. Xilol 1.

7. Xilol II.

8. Xilol I1I.

9. Parafina.

10. Parafina.

O formol foi utilizado para fixacdo do material. Na sequéncia, o alcool foi utlizado nas
concentragdes crescentes com o objetivo de desidratar o tecido para que este pudesse receber o
xilol, que faz a clarificacdo. A parafina foi usada por ultimo a fim de fornecer a consisténcia

necessaria ao material.
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e Inclusdo

Depois desse procedimento o equivalente foi retirado do cassete histoldgico e locado
dentro de um molde de ferro, sendo derramada sobre ele parafina aquecida. Ap6s isso, foram
submetidos a temperatura de -20°C por 5 minutos para a solidificacdo da parafina. Apos esse
periodo, os blocos de parafina contendo os equivalentes foram retirados dos moldes de ferro e

conservados em suporte especifico.

e Preparacédo das laminas

As laminas foram imersas em solucdo sulfocromica por 24 horas. Apos término desse
periodo, foram lavadas abundantemente em agua corrente e em seguida, em agua destilada. As
laminas foram colocadas para secar em temperatura ambiente e depois devidamente numeradas

e identificadas.

e Microtomia

Os blocos foram retornados ao congelador antes de serem cortados no micrétomo rotativo
(REICHERT-JUNG, modelo 820). Os blocos contendo os equivalentes foram cortados na
micragem 2 e 5 (mc). Em seguida as tiras do material foram distendidas no banho-histolégico
(ANCAP-430 WATTS). Do banho-histolégico, o material foi recolhido com a propria lamina,

ja previamente enumerada de acordo com cada amostra.

e Coloracéo

A coloracdo das laminas foi realizada de acordo com o esquema a seguir:

A. Desparafinizacao pelo Xilol.

B. Hidratagdo (Do maior para 0 menor):



B.1. Alcool Etilico Absoluto a 100%.

B.2. Alcool Etilico Absoluto a 100%.

B.3. Alcool Etilico & 80%.

B.4. Alcool Etilico & 70%.

B.5. Trés lavagens com agua para retirar o alcool.
C. Coloragéo

C.1. Hematoxilina (DE CARAZZI) por 10 minutos ou mais.
C.2. Lavagem em Agua corrente.

C.3. Eosina por 1 minuto.

C.4. Lavagem em Agua corrente.

D. Desidratacéo

D.1. Desidratacdo com alcool etilico 70%.

D.2. Alcool Etilico a 80%.

D.3. Alcool Etilico Absoluto.

D.4. Alcool Etilico Absoluto.

E. Clarificacdo em xilol

F. Montagem com Entellan

G. Identificacdo com a etiqueta

H. Realizacdo da leitura.

e Montagem das Laminas

As laminas foram clarificadas com xilol filtrado e colada a laminula com Entellan.

e Leitura das Laminas
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As laminas foram lidas em microscopia Optica comum, fotografadas e analisadas,
comparando os cortes de micragem 2 e 5 (mc) e 0s grupos cultivados em 5 e 10 dias para avaliar
0 melhor tamanho de corte e 0 melhor tempo de cultivo do modelo, para posterior realizagcdodos
ensaio. O resultado foi analisado de forma qualitativa verificando de forma visual a morfologia

e populacao celular.

4.5 Cultura celular em monocamada (modelo 2D)

As células foram cultivadas em garrafas de cultura celular estéreis contendo meio de
cultura Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB) e 1% de antibiotico Penicilina/Estreptomicina. As células foram mantidas em
estufa a 37°C sob atmosfera de 5% de CO2. Para a realizacdo dos experimentos, as células
foram descoladas das garrafas por mecanismo enzimatico utilizando a enzima tripsina, e em

seguida transferidas para placas onde foram realizados os testes.

4.6Condic0es experimentais de cultura celular

Para a realizacdo dos ensaios, as células utilizadas neste estudo foram submetidas a duas
condicdes experimentais diferentes de cultura, cultura celular em equivalente dérmico (3D) e

cultura celular em monocamada (2D).

4.7 Avaliacdo da viabilidade celular pelo MTT

O MTT é um ensaio quantitativo in vitro que foi desenvolvido por Mosmann em 1983 para
estimar a proliferacdo e sobrevivéncia celular. E definido na literatura como apropriado para
estimar a citotoxicidade e baseia-se na capacidade da succinato desidrogenase, uma enzima do
Ciclo de Krebs, ativa em mitocondrias de células vidveis, em converter o sal de tetrazolium

(brometo de 3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-defenitetrazolio) ou MTT, que é hidrosolivel e de cor
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amarela, em cristais de formazan, que s&o de cor pUrpura. Essa técnica nos permite analisar a

viabilidade e o estado metabdlico da célula (BONCLER et al., 2014).

Em modelo 2D

Para a realizacdo deste ensaio foram utilizadas as células cultivadas em garrafas de cultura
celular. As células foram transferidas para placas de 96 pocos na concentracdo de 0,5x10%
células/pogo (100uL/pogo) e mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO2 durante 24 horas.
Apbs 24 horas foi realizado o tratamento das células com a substancia 1VS 320 nas
concentragdes 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; 5,0; 10 e 20uM tendo como controle negativo DMSO
0,2% e controle positivo Doxorrubicina, nos tempos de tratamento de 24, 48 e 72 horas para
obtencdo da Concentragéo Inibitéria Média (CI150). No tempo de 3 horas antes de completar o
tempo de tratamento,0 sobrenadante de cada poco foi recolhido, adicionando logo apds
100uL/poco da solugdo MTT (0,5mg/mL) diluido em DMEM. Apo6s 3 horas, tempo estipulado
para metabolizacdo do reagente, o sobrenadante contendo a solucdo MTT foi retirado e a placa
foi mantida sob abrigo da luz a temperatura ambiente por 24 horas. Passadas 24 horas foram
adicionados 100uL/poco de DMSO na placa e a mesma foi mantida sob agitacdo por 10 minutos
até a completa dissolugédo dos cristais de formazan. Apds este procedimento foi realizada a
leitura em leitor de microplaca (DTX800 Beckman e Coulter) no comprimento de onda de 570

nm.

O mesmo procedimento também foi realizado em linhagem néo neoplésica de fibroblasto
humano MRC-5, para testar a seguranca da substancia 1''VS320 nas mesmas concentracdes e

tempo de tratamento.
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Em modelo 3D

Para a realizacdo deste ensaio as células SK-Mel-28 foram cultivadas em equivalente
dérmico durante 10 dias. Apos este periodo as células foram submetidas ao tratamento com a
substancia 1VS320 nas concentragdes 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; 5,0; 10 ¢ 20uM tendo como
controle negativo DMSO 0,2% e controle positivo Doxorrubicina, nos tempos de 24, 48 e 72
horas de tratamento para obtencdo da Concentragdo Inibitdria Média (CI50). Em seguida, no
tempo de 3 horas antes de completar o tempo de tratamento, o sobrenadante foi retirado e o
equivalente foi lavado com PBS por 2 vezes para retirar 0os resquicios de meio contendo a
substancia. Logo apds, o PBS foi retirado e sobre cada equivalente dérmico foi adicionado
600uL da solucdo de MTT (1mg/mL) e incubada por 3 horas em estufa. Apds as 3 horas a
solugédo de MTT foi aspirada e o poco foi lavado com PBS retirando-o logo em seguida. Apos
este procedimento, os pocos foram preenchidos com 1000uL de DMSO, e a placa submetida a
agitacdo por 2 horas para a dissolucdo dos cristais de formazan. Apos esse periodo, o contetdo
dos pocos foi homogeneizado por 3 vezes, e transferidos aliquotas de 200uL para placas de 96
pocos (3 aliquotas por equivalente). Em seguida foi realizada a leitura em leitor de microplaca

(DTX800 Beckman e Coulter) a um comprimento de onda de 570 nm.

A viabilidade relativa foi determinada pela comparacdo entre a média do tratamento com a

média do controle negativo:

Viabilidade (%) = 100 x  Abs (amostra)

Abs (controle negativo)

A analise foi realizada através do percentual de inibicdo x log da concentracdo, determinadas
suas CI50 e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%) a partir de regressao ndo-linear,

utilizando o programa Prisma verséo 5.0 (GraphPad Software).
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4.8 Avaliacdo da genotoxicidade pelo ensaio do cometa — pH alcalino e pH neutro

A eletroforese em gel de célula Unica (teste do cometa) € uma técnica simples e sensivel
que permite a deteccdo das quebras na fita de DNA. Células com quebras na fita de DNA
produzem fragmentos que migram em um campo elétrico e, quando coradas, aparecem com o0
formato de um cometa e o comprimento da calda do cometa representa a extensédo do dano ao
DNA. Este teste e suas modificacOes possuem diversas aplicacdes tais como verificagcdo da
genotoxicidade de novos compostos quimicos e farmacéuticos, biomonitoramento ambiental e
monitoramento de popula¢des humanas (ROJAS; LOPEZ; VALVERDE, 1999; TICE et al.,

2000).

O teste do cometa pH alcalino e pH neutro foi realizado com células da linhagem nao
neoplasica de fibroblasto humano MRC-5 e linhagem neoplasica SK-Mel-28 cultivadas em
duas condigcdes de cultura celular distintas. Cultura em monocamada (2D) e equivalente
dérmico (3D). Para cada linhagem e para cada modelo de cultura foram realizados experimentos

independentes.

Para a realizacdo do ensaio do cometa com as linhagens cultivadas em monocamada, as
células foram transferidas para placas de 24 pogos na densidade celular 20x10%/pogo. A placa
foi incubada em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C por 24h. Apds esse tempo, as células foram
tratadas com IVS320 nas concentragcdes de 0,25uM, 0,5uM e 1uM; DMSO (0,2%) como
controle negativo, e Doxorrubicina (10uM) como controle positivo, durante 3 horas. Para a
obtencdo das células, foi utilizado tripsina para remocéo da populacgéo celular do fundo da placa.

Apos isso o conteudo foi centrifugado para a obtencédo do pellete celular.

No entanto, para a realizacdo do ensaio do cometa com a linhagem SK-Mel-28 em

equivalente dérmico, o procedimento foi realizado conforme descrito no item 4.4 na pagina 44
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deste documento. Ap6s o periodo de incubagédo de 10 dias as células foram tratadas com 1VVS320
nas concentragdes de 0,25uM, 0,5uM e 1uM; DMSO (0,2%) como controle negativo, e
Doxorrubicina (10uM) como controle positivo, durante 3 horas. Para a obtencéo das células foi
necessario a digestdo da matrix de coldgeno para a coleta das células apds o tempo de tratamento
estabelecido. Foi utilizada colagenase tipo | (Sigma-Aldrich) na concentracdo de 1mg/mL em
cada poco, durante 2 horas em banho-maria a 37°C. Apds isso o contetdo foi centrifugado para

a obtencéo do pellet celular.

A partir de cada tratamento, foi retirado o volume celular de 10puL e adicionado a 110uL de
agarose de baixo ponto de fusdo, e entdo colocadas em laminas de microscopia, pre-cobertas
com agarose de ponto de fusdo normal e cobertas com laminulas, para distribuicdo homogénea
das amostras. As laminas foram mantidas por 5 minutos a 4°C, para solidificacdo da agarose
(para cada amostra foram preparadas duas laminas). Apos a solidificacédo, as laminas foram
incubadas em solucéo de lise overnight a 4°C para remocéo dos componentes celulares restando
0 DNA (“nucleoide”), ocupando o espaco que antes seria 0 nicleo da célula. Apds esse periodo,
as laminas foram dispostas horizontalmente na cuba deeletroforese, e adicionada a solucéo de
eletroforese pH alcalino (EDTA 1 mM, NaOH 300 mM, pH>13), permanecendo por 20 minutos

a 4°C para permitir o desempacotamento do DNA (SINGH,et al., 1988)

A eletroforese foi conduzida na auséncia de luz por 20 minutos, a 20V e com corrente de
300mA. Posteriormente, colocou-se as laminas em solucao de neutralizacdo por 5 minutos, para
retirar a alcalinidade, secas e fixadas em etanol. Posteriormente, as ldminas foram analisadas
em microscopio de fluorescéncia, utilizando 40uL de Syber Green 10000x (SIGMA) diluido

1:10000 em tampao borato de EDTA 1x (TBE), sobre as laminas.

Os procedimentos para o ensaio do cometa em pH neutro foram iguais aos realizados para

0 cometa alcalino, com excec¢éo da solucdo de eletroforese, a qual foi preparada com acetado
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de sodio a 300mM e 100mM Tris—HCI, pH 8,5 e a corrida foi conduzida na auséncia de luz por
20min, a 25V ou corrente de 300mA (WOJEWODZKA; BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI,

2002).

A andlise dos cometas foi realizada de acordo com tamanho e intensidade da cauda, seguindo
0s seguintes padrdes: classe 0: sem dano, sem a cauda; classe 1: com a cauda menor
que o diametro da cabeca (nucledide); classe 2: com o comprimento da cauda 1-2x o didametro
da cabeca; classe 3: com a cauda maior que 2x o diametro da cabega e classe 4: desintegrado,

cometa sem a cabeca definida.

Para cada lamina foram contados 50 cometas, sendo classificados de acordo com o tamanho
da “cauda” do cometa, indicando o grau de quebra do DNA. O indice de dano foi calculado
como o total de produtos da multiplicacé@o entre os nimeros de cometa de cada classe e grau de

cada cometa.

indice total de dano= 0. (n Classe 0) + 1. (n Classe 1) + 2. (n Classe 2)+ 3. (n Classe 3) + 4. (n Classe 4)

A frequéncia de dano foi calculada como a porcentagem de todos os tipos de cometa

encontrado (grau 0 a grau 4) em relacéo ao total de cometas contados (50):

Frequéncia de danos =[(50 — n Classe 0). 100]/ 50
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4.9 Avaliacdo da inibicdo de metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9)

O potencial inibidor de MMPs foi realizado por método zimogréfico de acordo como
descrito por Kaji et al., (2003). Essa técnica foi realizada para avaliar a inibicao da atividade de

MMP-2 e MMP-9. Para esse ensaio foi usada a linhagem SK-Mel-28.

e Obtencéo das proteinas coletadas no sobrenadante celular:

e Em Modelo 2D

Para a obtencédo das proteinas em modelo 2D, as células foram transferidas para placas de
12 pogos na concentragéo de 20x10* células/pogo. Apbs 24 horas, as células foram tratadas com
IVVS320 nas concentrag6es de 0,25uM, 0,5uM e 1uM no tempo de 18horas de tratamento. Apds
o0 tempo de tratamento, o sobrenadante foi retirado e centrifugado a 3000rpm durante 5 minutos.
As proteinas do sobrenadanteforam quantificadas pelo método de Lowry (LOWRY et al.,

1951).

e Em Modelo 3D

Para a obtencdo das proteinas. Os equivalentes foram tratados com 1VS320 nos valores
0,25uM, 0,5uM e 1uM no tempo de 18 horas de tratamento. Apds o tempo de tratamento, o
sobrenadante de cada equivalente foi retirado e centrifugado a 3000 rpm durante 5 minutos. As

proteinas do sobrenadante foram quantificadas pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951).

e Mobilidade eletroforética das proteinas no gel de SDS-PAGE + gelatina

Para separacdo das proteinas, foi utilizado gel de SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide gel Eletrophoresis) com 10% de acrilamida e 1% de gelatina, no qual foram
colocados 30ug de proteinas por pogo do gel. O gel foi submetido a eletroforese (120 V por 1

hora e 30 minutos) para separagdo das proteinas.
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e Incubacéo e revelacdo do gel

Apds a corrida, o gel foi lavado 2 vezes por 15 minutos com 2,5% Triton X-100,para
retirar o SDS. Em seguida, o gel foi incubado com tampé&o de incubacao (0,05M TrisHCI pH 8,
5mM CaCl2, 5uM ZnCl12), overnight, a 37°C, para a degradagdo do substrato pelas MMPs.
Logo depois, o gel foi corado com 0,5% coomasie brilliant blue R-250 por 30 minutos, a
temperatura ambiente, sob agitacdo constante, e descorado com metanol 10% e &cido acético
10%. As bandas mais claras, que representam a degradagdo, foram comparadas com o grupo

controle e analisadas utilizando o software ImageJ.

4.10 Avaliacdo da motilidade pelo ensaio de raspagem celular in vitro

O ensaio de raspagem celular in vitro, € um ensaio simples, bem desenvolvido e de baixo
custo. Descrito por Liang e colaboradores (2007), o teste é capaz de fornecer dados a respeito
da migracdo celular in vitro de células que crescem aderidas. O ensaio necessita de etapas
basicas que envolvem: a raspagem de uma regido da monocamada celular criando um
“arranhdao”, provocando entdo uma descontinuidade na camada de células antes homogénea
(£70% de confluéncia); e, 0 acompanhamento do comportamento e captura de imagens da

regido “arranhada” a intervalos regulares.

A inibicdo da migracdo das células em direcéo a regido raspada in vitro mimetiza a inibicéo
do processo de migracao in vivo e fornece dados iniciais sobre a interferéncia da droga no

processo metastatico tipico de tumores malignos (LIANG et al, 2007).

Assim, para a realizacdo deste ensaio, as células foram cultivadas em placas de 12 poc¢os
numa densidade de 14x10*/poco, e incubadas durante 24 horas. Apos esse periodo foi feito uma
descontinuidade nas células com uma ponteira de 100uM, e as mesmas foram tratadas com

diferentes concentracGes de 1vVS320 (0,25uM, 0,5uM e 1uM), tendo como controle negativo
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DMSO (0,2%). O comportamento das células foi observado e fotografado durante um periodo

de 6, 12 e 24 horas.

4.10.1Avaliacdo da morte celular por coloracdo diferencial pelo Brometo de Etidio

(BE)/Laranja de Acridina (LA)

Neste ensaio utilizou-se fluorescéncia para diferenciar células viaveis daquelas em
processo de morte por apoptose ou necrose utilizando como ferramenta a marcacao diferencial
com BE/LA. A LA ¢é capaz de atravessar membranas intactas e intercalar-se ao DNA celular
conferindo aparéncia verde ao nucleo. Enquanto, o BE, por sua vez, sé consegue intercalar ao
DNA e marcar o nicleo em vermelho se a membrana celular estiver danificada. Com este ensaio
pode-se distinguir quatro tipos de células de acordo com a emissao de fluorescéncia e 0 aspecto
morfologico de condensacdo da cromatina nos nucleos corados. (1) As células viaveis com
membrana integra apresentam nucleos uniformes corados por LA apresentando cor verde
brilhante. (2) Células em apoptose inicial (que ainda tem membranas integras, mas ja
comegaram a sofrer clivagem no DNA) tém nucleos verdes corado por LA, mas a condensacao
da cromatina perinuclear é visivel como mancha verde brilhante ou fragmentos. (3) Células em
apoptose tardia ou secundaria sdo coradas pelo BE apresentando nicleos com cromatina
condensada ou fragmentada com coloragédo que vai do laranja para vermelho, pode-se observar
ainda alteracGes na membrana celular em decorréncia da formacédo de corpos apoptéticos,(4)
em células necrdticas (membrana danificada) o BE € incorporado majoritariamente conferindo
cor laranja uniforme e nucleos vermelhos com estrutura organizada (BASKIC” et al., 2006).

As células foram plaqueadas em placas de 12 pocos a uma densidade de
10x10%*células/pogo e mantidas por 24 horas em estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C
para as células aderirem. Apds este periodo, foi realizado o tratamento com 1VS320 nos valores
de 0,25uM, 0,5uM e 1uM no tempo de tratamento de 24 horas. O controle positivo foi

Doxorrubicina 2,5uM e o controle negativo DMSO 0,2%. Ap6s o tempo de tratamento, as
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celulas foram recolhidas da placa por método enzimatico utilizando tripsina, em seguida
transferidas para tubo falcon e centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi
descartado e as células foram resuspendidas em aproximadamente 10 uL. de meio DMEM. Em
seguida, foi adicionado 1uL da solugdo 1:1 de BE/LA ao tubo e homogeneizadas, apds isso 0
conteido do tubo foi transferido para l1dmina de microscopia. A lamina foi montada com
laminula para contagem em microscopio de fluorescéncia. Foram contadas 300 células de cada

para quantificar o percentual de eventos celulares (viaveis, apoptéticas e necroticas).
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5. ANALISE ESTATISTICA

Para os ensaios de citotoxicidade frentes as linhagens celulares, foram realizados
experimentos em triplicata e os valores obtidos foram utilizados para célculos de CI50, a partir

das curvas de concentragdo dose-resposta, com intervalo de confianca de 95%.

As andlises estatisticas dos demais ensaios foram realizadas por analise de variancia
(ANOVA) one-way, e two-way seguido de teste Tukey e Bonferroni para comparacéo entre 0s
grupos. Os valores com p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata bioldgica e os dados foram analisados no programa

Graph Pad prism 5.0.
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6. RESULTADOS

6.1 Padronizacdo de equivalente dérmico

Para todas as condicOes experimentais (equivalente dérmico cultivado durante 5 e 10 dias
e equivalente dérmico mais melanoma cultivado durante 5 e 10 dias)foram realizados cortes
histolégicos em micrétomo rotativo com espessura de 2 e 5 micras (Figura 11). Contudo, ao
analisar as laminas no microscépio Optico, verificou-se que os cortes com 2 micras de espessura
apresentaram-se inapropriados, pouco corados, com dificuldade na visualizacdo da densidade
celular e, portanto, foram descartados. Sendo assim, foram padronizados para 0s experimentos

posteriores cortes com 5 micras de espessura.

T Equivalente dérmico
quivalente dérmico + Melanona
a e L4
-
'—'.\
-~ . »
5 dias , ? o
"
~ »
-~ -
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= . - . w A ‘_:
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' » » h
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Figura 11: Células de melanoma metastatico SK-MEL-28 cultivadas em equivalente dérmico (fibroblastos +
colédgenotipo I) apds 5 e 10 dias. A, Equivalente dérmico ap6s cultivo de 5 dias; B, Células de melanoma metastético
SK-MEL-28 cultivadas em equivalente dérmico ap6s 5 dias; C, Equivalente dérmico ap6s cultivo de 10 dias; D —
Células de melanoma metastatico SK-MEL-28 cultivadas em equivalente dérmico apds 10 dias. Aumento de 400X.
Coloragdo hematoxilina e eosina.
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Da mesma forma que a espessura dos cortes, os tempos de cultivo 5 e 10 dias
apresentaram variages em todas as condi¢Oes experimentais realizadas. Como demonstrado
pela figura 11, os cortes histoldgicos depositados nas laminas e corados evidenciaram que 0
tempo ideal para cultivo, tanto em equivalente dérmico quanto este acrescido de melanoma, sdo
10 dias. Um maior tempo de cultivo, neste caso 10 dias, facilita a visualizagdo do modelo

tridimensional de pele artificial visto que a densidade de células é maior.

6.2 Avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio do MTT

A partir dos resultados obtidos no ensaio do MTT em monocamada na linhagem de
melanoma SK-Mel-28, a substancia 1VS320 teve valor de CI50 0,54uM, 0,47uM e 0,49uM, ja
quando avaliada a citotoxicidade em equivalente dérmico a substancia apresentou CI50

8,05uM, 5,22uM e 2,7uM, nos tempos de 24, 48 e 72 horas respectivamente (tabela2).

Considerando os valores de CI50 obtidos nesse ensaio, foram utilizados para os
experimentos subsequentes as concentracbes de 0,25uM, 0,5uM e 1,0uM da substancia

1VVS320.
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Clso (UM)
Substancia
24 h 48 h 72 h
1VS320 0,54 0,47 0,49
(monocamada)
1VS320
(equivalente dérmico) 8,05 5,22 2.7
Doxorrubicina
(monocamada) 4,90 13 1,0
Doxorrubicina
8,3 5,5 3’4

(equivalente dérmico)

Tabela 2: Efeito da 1\VS320 sobre a linhagem de melanoma humano (SK-Mel-28) cultivado no modelo de cultura
celular em monocamada e equivalente dérmico + SK-MEL-28 nos tempos de tratamento de 24, 48 e 72h. Os
valores estéo representados como Cls (intervalo de confianca de 95%). Doxorrubicina foi utilizada como controle
positivo.

O efeito da 1'VS320sob a viabilidade celular na linhagem nao neoplasica de fibroblasto

humano MRC-5 cultivado em monocamada estdo representados na Tabela 3.

Clso (M)
Substancia
24 h 48 h 72 h
IVS320 3,83 3,44 3,76
3,90 0,43 0,34

Doxorrubicina

Tabela 3: Efeito da 1\VS320 sobre a linhagem de fibroblasto humano (MRC-5) cultivado no modelo de cultura
celular em monocamada nos tempos de tratamento de 24, 48 e 72h. Os valores estdo representados como Clsg
(intervalo de confianca de 95%). Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.
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6.3 Avaliagéo da genotoxicidade pelo ensaio do cometa

A substéncia 1VS320 nas concentragdes 0,25uM, 0,5uM e 1,0uM foi testada para avaliar
a capacidade de causar danos ao DNA, na linhagem ndo neoplasica MRC-5e linhagem
neoplasica de melanoma humanoSK-Mel-28nos modelos de cultura celular, monocamada e
equivalente dérmico, utilizando a versdo em pH alcalino e pH neutro. Para ambos, foi utilizado
para aanalise comparativa o indice e frequénciade danos ao DNA. Tal parametro reflete a

extensdo de DNAIlesionado.

A MRC-5 cultivada em modelo de cultura celular em monocamada, tratada com 1\VVS320
no ensaio do cometa alcalino, apresentou maior indice de dano significativoapenas quando
tratada na concentracdo de 1,0uM (p<0,001) quando comparado com o controle negativo
(DMSO 0,2%), sendo o tipo de dano mais frequente o de grau 1 (54%). Nas concentracfes
0,25uM e 0,5uM ndo houve diferenca significativa.No ensaio do cometa neutro a 1VS320
apresentou maiores indices de dano nas contracdes de 0,5uM e 1,0uM (p<0,01) quando
comparadas ao controle negativo, sendo os tipos de dano mais frequentes o de grau 1 em ambas

as concentragdes (89% e 74%, respectivamente). Os dados estdo representados no grafico 1.

A SK-Mel-28 quando cultivada em monocamada, no ensaio do cometa alcalino,
apresentou maior indice de dano nas trés concentracdes testadas de 1vVS320 (0,25uM, 0,5uM e
1,0uM) (p<0,001) ao comparar com o controle negativo (DMSO 0,2%), sendo 0s tipos de dano
mais frequentes o de grau 1 nas concentragdes 0,25uM e 1,0uM (76% e 83%, respectivamente)
e o tipo de dano grau 2 na concentracdo de 0,5uM (74%). No ensaio do cometa neutro 0 maior
indice de dano foi na concentracdo de 1,0uM (p<0,001), sendo o tipo de dano mais frequente

o0 de grau 2 (55%). Os dados estao representados no gréafico 2.

No entanto, SK-Mel-28 cultivada em equivalente dérmico, tratada com 1VS320 no ensaio

do cometa alcalino ndo apresentou danos ao DNA nas trés concentracdes testadas, ou seja, ndo
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houve diferenca significativa quando comparada ao controle negativo (DMSO 0,2%). Porém,
no ensaio do cometa neutro, a 1VS320 apresentou maior indice de dano nas concentracfes
0,5uM e 1,0uM (p<0,01) quando comparadas ao controle negativo (DMSO 0,2%), os tipos de
danos visualizados mais frequentes foram o tipo de grau 2 na concentracdo de 0,5uM (52%) e
0s tipos de dano grau 2 e 3 na concentracao de 1,0uM (47% e 41%, respectivamente). Os dados

estdo representados no grafico 3.
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Gréfico 1: indice e frequéncia de dano a0 DNA em células MRC-5 cultivadas em monocamada, ap6s 3h de
tratamento com 1VS320. A- Cometa alcalino; B- Cometa neutro. **p<0,01, ***p<0,001 foi considerado

estatisticamente significativo, quando comparado ao DMSO (0,2%) por ANOVA one way seguido de teste
Tukey.
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Imagem 12: Anélise de fragmentacdo do DNA as células MRC-5 cultivadas em monocamada apés tratamento
por 3 horas com 1VS320. A — Dano grau 1 na concentragdo de 1,0uM no cometa de pH alcalino; B e C — Dano
grau 1 nas concentra¢des 0,5uM e 1uM respectivamente no cometa de pH neutro
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Gréfico 2:indice e freqiiéncia de dano ao DNA em células SK-Mel-28 cultivada em monocamada, apés 3h de
tratamento com 1VVS320. A- Cometa alcalino; B- Cometa neutro. ***p<0,001 foi considerado estatisticamente
significativo, quando comparado ao DMSO (0,2%) por ANOVA one way seguido do teste de Tukey.
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Imagem 13:Anélise de fragmentacdo do DNA nas células SK-Mel-28 cultivadas em monocamada apds
tratamento por 3 horas com 1VS320. A e B — Dano grau 1 nas concentragdes de 0,25uM e 1,0uM no cometa de
pH alcalino; C — Dano grau 2 na concentracdo 0,5uM no cometa pH alcalino; D — Dano grau 2 na concentracao
de 1uM no cometa de pH neutro
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Gréfico 3:indice e frequéncia de dano a0 DNA em células SK-Mel-28 cultivada em equivalente dérmico
monocamada, apds 3h de tratamento com 1VVS320. A- Cometa alcalino (ndo houve indice de dano significativos
quando comparados com controle negativo); B- Cometa neutro. **p<0,01, ***p<0,001 foi considerado
estatisticamente significativo, quando comparado ao DMSO (0,2%) por ANOVA one way seguido de teste
Tukey.

Imagem 14:Analise de fragmentacdo do DNA as células SK-Mel-28 cultivadas em equivalente dérmico ap6s
tratamento por 3 horas com 1VVS320. A e B — Dano grau 2 nas concentra¢des de 0,5uM e 1,0uM no cometa de
pH neutro; C — Dano grau 3 na concentragdo 1,0uM no cometa pH neutro.
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6.4 Avaliacdo da inibicdo de metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9).

A atividade enzimatica de MMP-2 e MMP-9 foi avaliada por método zimografico. No
ensaio realizado em monocamada, 1VS320 apresentou efeito inibitorio frente a MMP-2 e MMP-
9, reduzindo significativamente a atividade enzimatica nas trés concentragdes testadas 0,25uM,
0,5uM e 1,0uM no tempo de tratamento de 18 horas quando comparado com o controle

negativo DMSQ00,2%. Os dados estdo representados no grafico 4.

A porcentagem de inibicdo para MMP-2 nas trés concentragdes testadas 0,25uM, 0,5uM
e 1,0uM foi de 36% (p<0,01), 43% (p<0,001) e 50% (p<0,001) respectivamente. Para MMP-
9 a porcentagem de inibicdo nas trés concentragdes testadas 0,25uM, 0,5uM e 1,0uM foi de

36% (p<0,01), 37% (p<0,001) e 44% (p<0,001) respectivamente.

A atividade enzimatica de MMP-2 e MMP-9 no ensaio realizado em equivalente dérmico,
também apresentou reducdo significativa nas trés concentracdes testadas 0,25uM, 0,5uM e
1,0uM por 1VS320 no tempo de tratamento de 18 horas, quando comparadas com o controle

negativo DMSO 0,2%. Os dados estdo representados no gréafico 5.

A porcentagem de inibicdo para MMP-2 nas trés concentragdes testadas 0,25uM, 0,5uM e
1,0uM foi de 34% (p<0,001), 44% (p<0,001) e 57% (p<0,001) respectivamente. Para MMP-9
a porcentagem de inibicdo nas trés concentracdes testadas 0,25uM, 0,5uM e 1,0uM foi de 30%

(p<0,05), 41% (p<0,01) e 58% (p<0,001) respectivamente.

Destaca-se que ndo houve diferenca significativa nas porcentagens de inibi¢do em relacao
aos dois ensaios, monocamada e equivalente dérmico, determinando entdo a capacidade de

IVVS320 em inibir a atividade enzimatica das metaloproteinases -2 e -9.
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Gréfico 4: Atividade de MMP-2 e MMP-9 em células SK-Mel-28 cultivada em monocamada, apds o tratamento
com 1VS320 no tempo de 18 horas. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 foiconsiderado estatisticamente
significativo, quando comparado ao DMSO (0,2%) por ANOVA two way seguidode Bonferroni posttest.
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Grafico 5: Atividade de MMP-2 e MMP-9 em células SK-Mel-28 cultivada em equivalente dérmico, apés o
tratamento com 1VS320 no tempo de 18 horas. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 foiconsiderado
estatisticamente significativo, quando comparado ao DMSO (0,2%) por ANOVA two way seguidode

Bonferroni posttest.
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6.5Avaliacdo da motilidade pelo ensaio de raspagem celular in vitro

O efeito inibitorio da motilidade de 1VS320 nas concentra¢des 0,2uM, 0,5uM e 1,0uM,
quando avaliado em monocamada na linhagem SK-Mel-28, pode ser observado na figura 14. A
analise microscdpica apds o tratamento indicou reducdo significativa (p < 0,01) na taxa de
motilidade celularsomente na concentracdo (1,0pM) nos trés tempos (6, 12 e 24 horas), quando
comparadas ao controle negativo (DMSO 0,2%). Todos dados estdo representados no grafico

6.

Controle negativo IVS 0,25uM IVS 0,5uM IVS 1,0uM

0 hora

6 horas

12 horas

24 horas

Figura 15: Avaliacdo da inibigdo da motilidade das células SK-Mel-28 cultivadas em monocamada quando tratadas
com 1VS320. Houve inibicdo na motilidade de SK-Mel-28 na maior concentragdo testada de 1VS320 (1,0uM) nos
trés tempos de tratamento 6, 12 e 24 horas.
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3 Controle Negativo
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Graéfico 6: Avaliacdo da motilidade pelo ensaio de raspagem celular in vitro — a inibicdo da migracdo celular
ocorreu somente na maior concentragéo testada 1,0uM de IVS320 nos trés tempos de tratamento 6, 12 e 24 horas.
**p<0,01, *** p<0,001 foi considerado estatisticamente quando comparado ao controle negativo DMSO (0,2%)

pelo teste ANOVA seguido de Tukey.
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6.6 Avaliacéo do tipo de morte celular por coloracao diferencial de Laranja de Acridina

e Brometo de Etidio (LA/BE)

Os resultados de inducdo de morte celular em SK-Mel-28 mostram que houve diminuigéo
significativa de células viaveis e aumento significativo (p<0,05) de células apoptoticas quando
comparadas com controle negativo (DMSO 0,2%), apés 24 horas de tratamento com 1VS320,

em todas as concentragdes testadas 0,25uM, 0,5uM e 1,0uM (gréfico7).
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Grafico 7: Tipo de morte celular induzida por 1VVS320 (0,25uM, 0,5uM e 1,0uM) na célula SK-Mel 28 cultivada
em monocamada apds tratamento de 24 horas. Sdo apresentados os resultados de dois experimentos independentes
em ftriplicata (+ desvio padrdo). Considerou-se estatisticamente significativos os resultados com *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 quando comparado com controle negativo DMSO (0,2%). Os resultados foram analisados
por ANOVA two way seguido de Bonferroni posttests.
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7. DISCUSSAO

Os tumores consistem em uma populacéo diferenciada de células que inclui ndo somente
células neoplésicas como também células normais presentes no estroma que desempenham
papel importante na iniciacdo, progressdo e resisténcia, podendo contribuir para a
quimioresisténcia do tumor e/ou diminuic¢éo da absorcdo da droga pelo tumor, como exemplo
os fibroblastos, que parecem estar particularmente ligados coma progresséo tumoral, sendo
responsaveis pela secrecdo de varios fatores de crescimento e citocinas. As células tumorais in
vivomodulam o estromaalterando a matriz extracelular através da excrecdo de proteases, além
da liberacdo de fatores de crescimento. Todo esse mecanismo propicia um ambiente favoravel
para a progressdo tumoral, bem como a quimioresisténcia(OLUMI, A. F., et al., 1999;

KALLURI, R.; ZEISBERG, M., 2006; TIAGO et al., 2014).

A utilizacdo de modelos que recriem esse microambiente tumoral permite determinar
resultados terapéuticos mais eficazes e fidedignos sem a necessidade da realizacéo de testes em
animais. (ASTASHKINA; MANN; GRAINGER, 2012; ASTASHKINA; GRAINGE, 2014).
Com o intuito de mimetizar a estrutura dérmica in vitro, proporcionando assim um
microambiente mais proximo do que ocorre in vivo, foi padronizado o modelo de cultura celular

denominado equivalente dérmico.

O tempo de cultivo estabelecido para o modelo através da analise dos cortes histoldgicos
foi de 10 dias, pelo fato de que a densidade de células nesse tempo de cultivo ser maior,
facilitando a visualizacdo da populacao celular e migracdo celular. O mesmo ndo foi possivel
de visualizar com tanta facilidade no tempo de cultivo de 5dias, tanto em equivalente dérmico

quanto este acrescido de melanoma.

Este modelo de padronizacdo foi realizado com base nos estudos de Tiago et al (2011),

com modificacBes, em que foi utilizado fibroblastos de prepucio humano e nessa pesquisa, foi
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utilizada a linhagem de fibroblasto humano (MRC-5) estabelecido, onde observou-se o
crescimento gradual de células tumorais de melanoma em equivalente dérmico a partir do 5°
dia de cultura e também a invasdo progressiva dessas células no substrato até o 10° dia de cultura
por meio de cortes histologicos corados com Hematoxilina-Eosina. Como este modelo de
cultura celular ainda ndo havia sido desenvolvido no Laboratério de Atividade Biologica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas, onde a pesquisa
foi realizada, foi necessario padronizar a quantidade de dias que antecederiam o tratamento com
a substancia teste, de forma a possibilitar um ambiente com populagdes celulares, tanto de
fibroblastos ndo-neoplasicos, quanto celulas de melanoma, em quantidade ideal para melhor

andlise dos resultados.

A padronizagdo do modelo foi realizada com intuito de comparar a atividade de 1VS320
nos ensaios de viabilidade celular bem como avaliagdo da genotoxicidade e atividade de
metaloproteinases em células cultivadas no modelo de equivalente dérmico e modelo de cultura
celular em monocamada. Tal padronizacdo também foi realizada para possiveis ensaios

posteriores de invasdo celular no modelo de equivalente dérmico

As naftoquinonas destacam-se como objetos de estudo de muitas pesquisas por possuir
potente atividade antiparasitaria, antibacteriana, antifingica e antitumoral. Varios farmacos da
classe das quinonas tém sido utilizados clinicamente para o tratamento do cancer, como
doxorrubicina, daunorrubicina, mitoxantrona e mitomicina. O mecanismo de a¢do proposto
para a classe das naftoquinonas esta relacionado com producéo de espécies reativas do oxigénio
(ROS) resultando no extresse oxidativo das células; atuando também como intercalantes de
DNA e na alquilacdo de nucleotideos (SUNASSEE et al., 2013; FERREIRA et al., 2013;
MALLAVADHANI et al., 2014; JORDAO et al, 2013;ELAVARASAN;

GOPALAKRISHNAN, 2014).
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Para avaliacdo da citotoxicidade de 1VVS320 na linhagem SK-Mel-28 utilizou-se o ensaio
do MTT. Para efeito de comparacao da atividade citotoxica da substancia, o ensaio foi realizado
em modelo de cultura celular (2D) e modelo de cultura celular (3D). Os resultados encontrados
para este ensaio de citotoxicidade mostram que ha sensibilidade da linhagem neoplasica a
substancia testada (Tabela 2). No entanto, quando comparados os resultados dos ensaios nos
dois modelos de cultura celular, observou-se que houve diferenca nos valores de CI50, onde
1VVS320 apresentou ser menos citotoxica em células cultivadas em equivalente dérmico quando
comparada em células cultivadas em monocamada, porém a substancia se mostrou ativa nos
dois ensaios. No ensaio realizado em monocamada a substancia 1VS320 demonstrou ter um
excelente potencial citotoxico apresentando valores de CI50 0,54uM, 0,47uM e 0,49uM em
24, 48 e 72 horas de tratamento respectivamente. Ja no ensaio realizado em equivalente
dérmico, os valores de CI50 da IVS320 foram 8,05uM, 5,22uM e 2,7uM em 24, 48 e 72 horas

de tratamento respectivamente (AGUDELOet al., 2014; MA; MUMPER, 2013).

Esses resultados ressaltam o levantamento proposto por estudos que visam a criacéo de
modelos que mimetizem o microambiente, que favorece as células o resgate da fisiopatologia
tumoral, em que as mesmas conseguem evadir mecanismos de morte por apoptose favorecendo
a evolucdo tumoral (TALUKDAR et al., 2011; BRAUCHLE et al., 2013; VORSMANN et al.,

2013).

Estes resultados assemelham-se aos encontrados nos estudos de Flach et al., (2012) que
analisaram o comportamento das células de melanoma humano frente a presenca de fibroblasto
e matriz de coladgeno contribuindo para a resisténcias as drogas, na secrecdo de fatores de
crescimento, e na protecdo contra apoptose.

Tiago et al., (2014) também obtiveram resultados semelhantes analisando este modelo de

cultura celular e verificaram que o equivalente dérmico proporciona um ambiente protetor para
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as células de melanoma por meio da diminuigdo da resposta ao tratamento com a doxorrubicina,
permitindo uma percentagem mais elevada de células de melanoma viéveis nestas condicGes de

cultura quando comparado com a cultura de monocamada em pléstico.

Ensaios de genotoxicidade também sdo importantes a fim de detectar substancias que
possuam capacidade de interagir com o0 DNA (DEMMA, et al.,2009; KAMDEM, et al., 2013).
O ensaio do cometa tem sido descrito como uma das técnicas mais importantes para pesquisas
de genotoxicidade, por ser uma técnica rapida, simples e sensivel. Atraves do uso de sua versao
neutra e alcalina, esse ensaio é capaz de diferenciar danos ao DNA de fitas simples, duplas e

ligagOes cruzadas, entre outras (KUMARAVEL; JHA, 2006).

O ensaio do cometa alcalino (pH>13), é a versdo mais usada, pois detecta todos 0s possiveis
tipos de danos ao DNA, danos de fita simples e dupla. Para distinguir as quebras de fitas duplas
a versdo em pH neutro tem sido utilizada. Essa versao, pH neutro (pH 8-9), permite a detec¢éo

de fitas duplas no DNA, caracterizando especificidade ao ensaio (SHARMA, et al., 2011).

Nos resultados obtidos referentes ao cometa alcalino, o tratamento com a 1VS320 apds 3
horas de incubacdo em SK-Mel-28 cultivada em monocamada, apresentou maior indice de dano
nas trés concentracdes testadas ao comparar com o controle negativo, sendo os tipos de dano
mais frequentes o de grau 1 nas concentracdes 0,25uM e 1uM (76% e 83%, respectivamente)
e 0 tipo de dano grau 2 na concentracdo de 0,5uM (74%). No entanto, na analise genotdxica
no cometa alcalino, em SK-Mel-28 cultivada em equivalente dérmico, 1VVS320 nao apresentou
danos ao DNA em nenhuma das trés concentracdes testadas quando comparada ao controle

negativo (DMSO 0,2%).

Na versdo do ensaio do cometa neutro em SK-Mel-28 cultivada em monocamada o indice
de dano causado por 1VVS320 foi apenas na maior concentracao testada de 1,0uM, sendo o tipo

de dano mais frequente o de grau 2 (55%). De forma intrigante, no ensaio do cometa neutro
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realizado em SK-Mel-28 cultivada em equivalente dérmico, IVS320 apresentou maiores indices
de dano nas concentrac6es 0,5uM e 1,0uM quando comparadas ao controle negativo (DMSO
0,2%), sendo os tipos de danos mais frequientes o de grau 2 na concentragéo de 0,5uM (52%) e
0s tipos de dano grau 2 e 3 na concentracdo de 1,0uM (47% e 41%, respectivamente). Tais
resultados demonstram uma controvérsia quando comparados com os resultados de
citotoxicidade nos dois modelos de cultura celular, haja vista que 1VS320 demonstrou ser
menos citotdxica em células cultivadas em equivalente dérmico do que em células cultivadas
em monocamada. Divergindo dos resultados de genotoxicidade, em que 1VS320 demonstrou
ser mais genotoxica em celulas cultivadas em equivalente dérmico, causando danos de fitas

duplas do tipo de grau 2 e 3.

Tal resultado corrobora tanto com os resultados da citotoxicidade e da coloragéo laranja
de acridina-brometo de etidio, em que se visualiza a sensibilidade da linhagens SK-Mel 28
frente a acdo da substdncia. O dano existente pode ser justificado pelo fato da IVS ter a
capacidade de interagir com o DNA e causar apoptose, conforme visualizado pela laranja de

acridina-brometo de etidio(VAN GENT; HOEIJMARKES; KANAAR, 2001).

Compostos quinoides policiclicos, tais como naftoquinonas, sdo capazes de produzir
quebras na fita de DNA contribuindo para a citotoxicidade desses compostos. Em um estudo
ralizado por Neves et al., (2013) o derivado da 2-hidroxi-3-(aminometil)-1,4-naftoquinona,
apresentou CI50 6,4uM apo6s tratar a linhagem de melanoma MDA-MB-435, acarretando na
quebras das fitas de DNA que resultou em dano irreparavel e consequente inducdo de morte

celular.

Embora nenhum estudo de avaliacdo da genotoxicidade da 1VS320 ainda ndo tenha sido
feito, nas ultimas décadas, inimeros estudos demonstraram que as naftoquinonas promovem

diferentes tipos de danos no DNA das células de mamiferos, como quebras simples e/ou duplas



81

do DNA, formacéo de bases oxidadas (MORRINSON et al. 1985; MARTINS &MENEGHIN,
1990; MORGAN et al. 1992). Afrasiabi et al. (2005) demonstraram que, em ensaios in vitro, a
1,2-naftoquinona é capaz de interagir fracamente com o DNA e pode promover quebra de fitas

duplas.

Os efeitos genotdxicos de novas alternativas terapéuticas podem ser biologicamente
relevantes, como uma alternativa para matar células tumorais. A presenca desse efeito sugere
que a citotoxicidade da 1VS320 estéa relacionada aos danos no DNA. No entanto, mais estudos
devem ser realizados principalmente em virtude da diferencga nos resultados obtidos em relacéo
aos dois modelos de cultura. Esse efeito sobre o DNA deve ser cuidadosamente avaliado, para
garantir a seguranca do uso de farmacos. E necessario estudar minuciosamente concentracoes
que possam garantir os efeitos biologicos e terapéuticos da 1VS320, sem causar efeitos toxicos

consideraveis, para assim garantir a eficacia e seguranca do produto.

A principal causa de morte do melanoma esta associada ao seu fenétipo invasivo e a
capacidade de desenvolver metastase (CURRAN; MURRAY, 1999; LEEMAN; CURRAN;
MURRAY, 2004). Para a invasdo celular ocorrer é necessario a degradacdo da matriz
extracelular (MEC), principal barreira fisica para migracdo. O colageno tipo | é o principal
constituinte da MEC da derme, no processo de invasédo celular, seu remodelamento ocorre por
acdo enzimatica de metaloproteinases (MMPs) que representam uma familia de mais de vinte
endopeptidases sintetizadas pelas células tumorais ou por células do estroma

(WESTERMARCK; KAHARI, 1999; BORNSTEIN; SAGE, 2002).

No melanoma, as MMP-2 e MMP-9 sdo as proteases envolvidas nesse processo, e um dos
principais focos de estudo na inibicdo da invasdo do melanoma (RIBEIRO et al., 2008;

BROHEM et al., 2010).



82

No presente estudo, 1VS320 reduziu de forma significativa (p<0,05) a atividade enzimatica
de MMP-2 e MMP-9 em todas as concentragdes testadas (0,25uM, 0,5uM ¢ 1,0uM) no tempo
de tratamento de 18 horas quando comparada com o controle negativo DMSO (0,2%). O
resultado foi obtido para os dois modelos de estudo, cultura celular em monocamada e cultura

celular em equivalente dérmico.

O resultado obtido sugere que as MMP-2 e MMP-9 podem ser alvos especificos para
estudos futuros com 1VS320, principalmente no objetivo de diminuir a progresséo e invaséo do
melanoma, visto que quando a atividade dessas enzimas € inibida, a capacidade de invaséo

celular é suprimida (LEEet al.,2007).

O processo de migragdo celular também esta particularmente envolvido no processo de
metéstase. Para a invasdo ocorrer primeiramente é necessario a remodelacdo e degradacdo da
MEC bem como a motilidade celular, caracterizada como capacidade da célula em sair do tumor
primario e invadir outros sitios. (PALMEREet al., 2011). Substancias que possam atuar neste
processo bloqueando a capacidade de motilidade da célula bem como a capacidade de inibir a
atividade de MMPs estdo como principais objetos de interesse na pesquisa de tratamento contra

o cancer (NGUYENet al.,2013).

O teste de migracdo celular através da raspagem in vitro evidenciou a reducdo significativa
(p < 0,01) na taxa de motilidade celular na concentracdo (1,0ptM) nos trés tempos tratamento

(6, 12 e 24 horas), quando comparadas ao controle negativo (DMSO 0,2%).

Desse modo, de acordo com os resultados com 1VVS320, nos ensaios de motilidade celular
e inibicdo de MMPs, pode-se gerar para esta substancia expectativas positivas a respeito de
pesquisas futuras com alvo direcionado a invasdo do tumoral do melanoma. Segundo,
Lampugnani (1999) o ensaio de motilidade celular, utilizado nesse estudo, € comumente

empregado para estudar a migracao celular.
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Para o direcionamento de estudos futuros com 1VS320 em linhagem de SK-Mel-28, na
investigacao de possiveis mecanismos de acao, realizou-se o ensaio para verificacdo do tipo de
morte celular por coloracéo diferencial laranja de acridina e brometo de etidio. Em que durante
a andlise observou-se a formacdo de corpos apoptoéticos, fragmentacdo do nucleo e formacédo

de vacuolos, o que segundo Takano (2010) sugere indugdo de apoptose.

As analises das células SK-Mel-28 tratadas com 1VS320 realizadas através da coloragdo
com a mistura LA/BE a 100pg/mL, permitiu diferenciar as células em viaveis, apoptoticas e
necréticas. Os resultados mostram que houve diminuicdo significativa de células viaveis e
aumento significativo (p<0,05) de células apoptéticas quando comparadas com controle
negativo (DMSO 0,2%), ap0s 24 horas de tratamento com 1VS320, em todas as concentracfes
testadas 0,25uM, 0,5uM e 1uM. Entretanto, o numero de células em necrose ndo variou. As

c€lulas tratadas com Doxorrubicina a 2,5uM também apresentaram caracteristicas apoptoticas.

Em um estudo feito por Montenegro e colaboradores (2010) demonstraram que Juglona
(5-hidroxi-1,4-naftoquinona) causou apoptose ap0os observar as células a coloracdo de laranja

de acridina/brometo de etidio em células de melanoma.

Um outro estudo por Aithal et al., (2009) também demonstraram resultados semelhantes,
em que Juglona causou apoptose em célula de melanoma humano na linhagem B16F1.

Estudos por Kretschmer e colaboradores (2012) demonstraram que naftoquinonas isoladas
de Onosma paniculata nas linhagens isoladas de melanoma humano WM35, WM9 e WM164

induziram parada na fase G1-S e apoptose (KRETSCHMER et al., 2012).
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8. CONCLUSAO

Frente aos resultados obtidos pode-se concluir que:

o E possivel desenvolver o modelo de cultura celular em equivalente dérmico utilizando
linhagens ndo primarias de fibroblasto ndo neoplasico humano e que este modelo propde
resultados mais fidedignos a realidade ao comparar com o modelo de cultura em

monocamada;

e A acdo citotoxica da 1VS320 apresentou relativa diminuicdo de sua atividade em

equivalente dérmico quando comparado em monocamada;

¢ Ao avaliar o dano no DNA, a 1VV320 apresentou-se genotoxica em SK-Mel-28 nas maiores

concentragdes testadas, tanto no teste do cometa em pH Alcalino e pH alacalino.

¢ 1\VVS320 atua diminuindo significativamente a atividade de MMP-2 e MMP-9 apds 18

horas de tratamento nos dois modelos de cultura celular utilizados;

e De forma complementar 1VS320 também mostrou ser eficaz na inibicdo da motilidade

celular;

e A morte celular por apoptose induzida por 1VS320 de forma concentracdo e tempo
dependente, associada aos danos ao DNA detectados pelo ensaio do cometa, se mostram
importantes para determinar o nivel de interacdo da substancia com o DNA e no

direcionamento de possiveis mecanismos de acao;

Os resultados obtidos nesta pesquisa contribuem com informacGes acerca da 1VS320 e
sugerem o direcionamento de estudos futuros com objetivo de definir quais 0s mecanismos de

morte e acdo da mesma no cancer.
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