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RESUMO

O melanoma é um tipo de céncer de pele de baixa incidéncia e com grande potencial
metastatico, onde um dos seus sitios metastaticos frequentes é o cérebro. Pacientes com esse
tipo de metastase apresentam maiores limitaces e perda de qualidade de vida, além de o0s
tratamentos ainda serem apenas paliativos. Sabe-se que moléculas inflamatdrias, como as
quimiocinas, podem guiar o tumor no desenvolvimento de metéastases. Assim, é necessario
entender como as interacGes celulares estdo envolvidas no desenvolvimento da metéastase
cerebral. Para compreender este processo, uma cultura primaria de células corticais cerebrais
mistas foi realizada juntamente com as linhas de melanoma SKMEL-28 e o teste do meio
condicionado, seguido de imunofluorescéncia para determinar as células de melanoma néo
alterou suas caracteristicas na presenca do meio condicionado. Em seguida, foi analisado como
0 SKMEL-28 migrou na presenca do meio condicionado da cultura primaria. As quimiocinas
CXCL10 / IP10, CCL2 / MCP-1, CXCL9 / MIG, CCL5 / RANTES e CXCL8 / IL8 foram
analisadas para determinar o perfil de quimiocinas produzidas pelo melanoma em resposta ao
que foi secretado pela cultura priméaria. Apds caracterizar a secrecao dessas quimiocinas,
observou-se que a quimiocina IP10 foi secretada de forma mais distinta quando o SKMEL-28
é colocado em contato com meio condicionado da cultura primaria mista e que os fatores
secretados pelo meio inibiram a secregdo de IL8. Para entender seu papel na metéstase,
analisamos os efeitos do silenciamento IP10 no SKMEL-28. O ensaio transwell demonstrou
uma invasdo diminuida do SKMEL-28 como um efeito de silenciamento. O estudo indica que
IP10 e IL8 sdo quimiocinas subjacentes a metéstase cerebral do melanoma, pois estdo
envolvidas na migracdo celular e s&o moduladas pelos fatores soltveis do nicho cerebral pré-

metastatico.

Palavras-chave: Quimiocina. Metéastases cerebrais. Cancer de pele.



ABSTRACT

Melanoma is a type of skin cancer of low incidence and with great metastatic potential, where
one of its frequent metastatic sites is the brain. Patients with this type of metastasis present
greater limitations and loss of quality of life, besides the treatments are still only palliative. It
is known that inflammatory molecules, such as chemokines, can guide the tumor in the
development of metastases. Thus, it is necessary to understand how cellular interactions are
involved in the development of cerebral metastasis. To understand this process, a primary
culture of mixed cerebral cortical cells was performed along with the SKMEL-28 melanoma
lines and the conditioned medium test, followed by immunofluorescence to determine the
melanoma cells did not change their characteristic in the presence of the conditioned medium.
Then it was analyzed how the SKMEL-28 migrated in the presence of the conditioned medium
of the primary culture. The chemokines CXCL10/1P10, CCL2/MCP-1, CXCL9/MIG, CCL5
/ RANTES and CXCLS8 / IL8 were analyzed to determine the chemokine profile that was
produced by melanoma in response to what was secreted by the primary culture. After
characterizing the secretion of these chemokines, it was observed that the chemokine IP10 was
secreted more differently when SKMEL-28 is contacted with conditioned medium from the
mixed primary culture and that the factors secreted by the medium inhibited the secretion of
IL8. To understand its role in metastasis, we analyzed the effects of IP10 silencing on SKMEL-
28. The transwell assay demonstrated a decreased invason of SKMEL-28 as a silencing effect.
The study indicates that IP10 and IL8 are chemokines underlying melanoma brain metastasis,
as they are involved in cell migration and are modulated by the soluble factors of the pre-

metastatic brain niche.

Keywords: Chemokines. Cerebral metastases. Skin cancer.
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1 INTRODUCAO

O melanoma é um tipo de cancer de pele caracterizado por uma alta letalidade e que se
origina nos melandcitos, células da epiderme e que séo responsaveis pela producdo da melanina.
O principal agente responsavel para o desenvolvimento da doenca é a alta exposic¢ao a radiagdo
solar, em especial a radiacdo ultravioleta, a qual gera alteracdes no DNA dos melandcitos,
transformando os mesmos em células tumorais (ISOLA; EDDY; CHEN, 2016).

A alta agressividade, caracteristica do melanoma, deve-se principalmente ao seu grande
potencial metastético, atingindo preferencialmente 6rgdos distantes como o cérebro. O
desenvolvimento dessa metastase representa um progndstico reservado, causando problemas
neuroldgicos, diminuindo a qualidade de vida dos pacientes, além de representar alta taxa de
mortalidade (INCA,2017).

O processo do estabelecimento da metastase cerebral do melanoma ainda ndo esta bem
estabelecido. Contudo, acredita-se que a inflamacdo desempenha um papel importante nesse
processo, atuando como um gatilho para a carcinogénese de pele. Estudos acreditam que
receptores de quimiocinas e seus ligantes estdo relacionados com o estabelecimento do nicho
pré-metastatico no orgdo secundario (KLEIN et al., 2015a; MARU; GANDHI,
RAMCHANDANI,et al., 2014).

Entre as quimiocinas envolvidas, a interleucina 8 (CXCLB8/IL8) tem sido relacionada
com diversos mecanismos pro-tumorais, como aumento da proliferacdo e migracéo das células
neoplésicas e favorecimento da angiogénese (SANMAMED et al., 2014). Essa molécula,
também encontra-se relacionada com a agressividade do melanoma (GABELLINI et al.,
2017). Outra quimiocina envolvida com a metastase do melanoma é a CXCL10/IP10. Ela foi
encontrada elevada em niveis séricos de pacientes com melanoma avangado, tornando-se um
possivel marcador de mau progndstico para melanoma (NEAGU; CONSTANTIN; LONGO,
2015).

Nos estudos realizados para compreender a metastase cerebral in vitro, comumente sdo
usadas culturas de astrocitos isolados (BARROS et al,2014,(KLEIN et al., 2015a). Entretanto,
esse modelo garante apenas o estudo das interacdes das células neoplasicas com os astrdcitos,
ndo sendo capaz de mimetizar o tecido cerebral como um todo, limitando os estudos das
interacdes celulares. (CHUNG et al., 2017) . Dessa forma, acreditamos que a melhor maneira

de simular esse ambiente in vitro seria com uma cultura que permita a presenca e interagdes
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celulares da maior parte das celulas existentes no tecido cerebral. Pela importancia das
qguimiocinas no processo metastatico do melanoma, o presente trabalho buscou analisar as
diferentes interacGes mediadas pelas quimiocinas entre as células tumorais e 0 microambiente

metastatico em um modelo de metastase cerebral in vitro.

1.1 OBJETIVO

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressdo de quimiocinas em um modelo in vitro de metastase cerebral de

melanoma.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar a expressdo de quimiocinas em um modelo in vitro de metastase cerebral
¢ Identificar a quimiocina mais diferencialmente expressa no modelo

e Avaliar as consequéncias funcionais do silenciamento da quimiocina mais diferencialmente
expressa no modelo de metéstase in vitro
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 APELE E O MELANOMA

A pele é o maior 6rgdo que constitui o corpo humano e tem como principal funcéo a
protecdo contra agentes externos. Ela é constituida por diferentes camadas, sendo as principais
a derme e a epiderme. A derme é a camada mais interna da pele, formada por células
pluripotentes, parecidas com as células-tronco da crista neural (NCSC; do inglés: Neural Crest
Stem Cells) (CICHOREK et al., 2013).

A epiderme é formada pelo epitélio estratificado pavimentoso queratinizado tendo como
células principais os queratindcitos, que sdo responsaveis pela producdo da queratina e pela
homeostase tecidual, atuando no controle do crescimento dos melandcitos, células que também
constituem a epiderme. (ELSHOLZ et al., 2014) .

Os melandcitos sdo células que apresentam forma oval ou fusiforme e sdo identificados
por proteinas especificas, como o fator de transcricdo de microftalmia (MITF). Eles apresentam
organelas chamadas melanossomas, que sdo responsaveis pela producdo da melanina, proteina
que determina a pigmentacdo da pele. A melanina, além de garantir a pigmentacdo da pele, tem
como funcdo proteger a pele contra a radiacao ultravioleta (UV) que pode alterar o DNA celular
(CICHOREK et al., 2013).

A transformacdo dos melandcitos em células neoplasicas originam o melanoma de duas
diferentes formas, tendo como agente externo o excesso da radiacdo UV. Uma das formas é a
direta, que ocorre através de varias mutacdes nos proto-oncogene, incluindo os genes
supressores de tumor TP53, NF1 e fosfatase e homdlogo de tensinas (PTEN). A outra forma de
transformac&o dos melandcitos em células neoplésicas € com o surgimento dos nevos benignos,
que envolve a mutacdo no gene BRAF e 80% dos casos. O tumor permanece benigno até o
segmento de novas mutagdes, transformando o mesmo em células neoplésicas (LEONARDI et
al., 2018).
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As células-tronco da crista neural originam os melandcitos durante o desenvolvimento
embrionario. Por esse motivo, um estudo demonstrou que a célula de melanoma é mais parecida
com as células-tronco da crista neural do que com os melandcitos. Essas semelhancas incluem
a sua capacidade migratoria e expressdo de marcadores de superficie de membrana
(FUKUNAGA-KALABIS et al., 2015). Contudo, as células de melanoma nédo respondem a
sinais de diferenciacdo, refletindo na capacidade de proliferacdo, metastase e resisténcia as
terapias (WANG, FUKUNAGA- KALABIS e HERLYN, 2016).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

O melanoma € o tipo de cancer de pele mais agressivo e de mais alta incidéncia, apesar
da baixa letalidade. Nos Estados Unidos da América (EUA), os casos de melanoma representam
4% de todas as novas neoplasias; no Japéo a incidéncia é de aproximadamente 0,93 por 100.000
habitantes (HATANO et al., 2018). A maior incidéncia de melanoma no mundo encontra-se em
paises da Australia e Nova Zelandia (STEWART; WILD, 2014). O nimero de 6bitos por essa
neoplasia no mundo é de 31.390; e, para as mulheres, 24.098 (FERLAY et al., 2013).

O Brasil apresenta 0 mesmo perfil de incidéncia do melanoma, com 2.920 casos novos
em homens e 3.340 casos novos em mulheres no ano de 2018. Em 2015, os casos de 6bito no
brasil foram de 1.012 em homens e 782 em mulheres (MINISTERIO DA SAUDE; INSTITUTO
NACIONAL DE C4ANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2017).

Os pacientes, quando diagnosticados em estagios iniciais da doenca, possuem chances
de cura que chegam a 92% e taxa de sobrevivéncia de dez anos de 89% (SIEGEL; MILLER,;
JEMAL, 2016). Contudo, estagios avangados envolvendo principalmente a metastase,
consistem em um prognostico reservado no qual as taxas de sobrevida em cinco anos caem de
98% para 17%. Esses pacientes apresentam sobrevida média global de apenas 6 a 9 messes
(LIU et al., 2017). O melanoma tem como principais sitios metastaticos o pulmao e o cérebro
(ISOLA; EDDY; CHEN, 2016), em que 44% de pacientes com melanoma metastatico vao
desenvolver metastase cerebral, com 20-54% das mortes. (CHANPIMOL et al., 2017a).

Como ocorre nos principais tipos de cancer de pele, o melanoma tem a radiacao
ultravioleta (UV) como um importante fator no seu desenvolvimento, no entanto, nao é o Unico.
Outros fatores estdo envolvidos, entre eles: idade, sexo, histérico familiar de melanoma e
susceptibilidade para o desenvolvimento desse tipo de cancer. A existéncia do nevo melandcito

prévio esta envolvido com cerca de 20% a 30% dos casos de melanoma. (INCA,2017).
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2.3 FISIOPATOLOGIA

Como foi relatado acima, a exposi¢cdo crénica a radiacdo UV estd envolvida no
desenvolvimento do melanoma. As regifes mais suscetiveis a exposicao sdo as mais afetadas,
como: bochechas, pescogo, bracos e maos, tanto em homens como em mulheres (INGRAFFEA,
2013). Os raios UV tém a capacidade de penetrar as camadas da pele ocasionando alterac6es
no DNA , afetando a homeostase dos melandcitos e modulando a expressdo de diversos genes,
como os supressores de tumor e os oncogenes (ANDRZEJ, T. et al. 2017).

O processo de transformacdo do nervo benigno no melanoma metastatico ocorre de
forma gradual. Primeiramente, existe a transformacdo do nervo benigno em um nervo
displasico. Posteriormente, os melandcitos transformados adquirem capacidade de se
proliferarem horizontalmente na epiderme, formando lesdes atipicas (melanoma in situ). As
células adquirem capacidade de invadir a derme, assim iniciando a fase de crescimento vertical.
Essas celulas apresentam grande poder invasivo e alto poder metastatico, atingindo
principalmente 6rgdos distantes como pulméo e cérebro (ISOLA; EDDY; CHEN, 2016), como

ilustra a figura 1.

As transformac0es descritas acima séo reguladas por oncogenes, que ativam vias de
sinalizacdo envolvidas na regulacdo da proliferacdo celular, migracdo, diferenciacéo celular e
apoptose. Sendo as vias da MAPK e PI3K / AKT (fosfoinositide 3-quinase / Protein kinase B)
as mais comumente envolvidas no processo de surgimento do melanoma. Essas vias atuam de
forma exacerbada nesse processo (ISOLA; EDDY; CHEN, 2016). Na via MAPK, o gene RAS
esta multado em cerca de 20% dos melanomas. Essa mutacdo permite que a proteina permaneca
ativa, assim como sua sinalizacdo downstream vias ERK1 / 2. A mutacdo no gene BRAF ¢ a
mais comum nos casos de melanoma cutaneo, encontrada em cerca de 60% dos casos (LIU et
al., 2017).
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Figura 1: Progressdo do melanoma. Formagao do nevo benignos: proliferagdo controlada de melandcitos com o
gene BRAF multado para produzir um nevo benigno. Nevo displasico: Os melandcitos sofrem novas mutagdes
como a perda da PTEN e CDKN2A iniciando uma proliferagdo anormal, resultando em uma leséo pré-maligna
com atipica citoldgica aleatoria. Fase de crescimento radial: os melandcitos adquirem capacidade de proliferar
horizontalmente na epiderme, formando o melanoma in situ. Fase de crescimento vertical: numerosos eventos
bioquimicos incluindo a perda de E-caderina e a expressao de N-caderina permitem que células malignas invadam
a membrana basal e proliferem verticalmente na derme adquirindo potencial metastatico.Metastase: os melanécitos
malignos propagam-se para outras areas do corpo, geralmente primeiro para os nédulos linfaticos, depois para a
pele, tecidos moles subcutaneos, pulmdes e cérebro.
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Fonte: http://www.pathophys.org/melanoma/

O alto grau de mutacbes envolvidas nas transformacbes celulares que originam o
melanoma promove uma menor sensibilidade aos tratamentos e sua alta taxa de metastase
(BALCH et al.,2001). Durante esse processo, 0 microambiente desempenha um papel crucial.
Este é constituido principalmente de células estromais, células imunes e pelas citocinas e
demais mediadores inflamatdrios secretados pelas células. O sistema imunoldgico, no contexto
tumoral, desempenha um processo dual, ja que ele atua no processo de imunovigilancia,
destruindo celulas tumorais. Contudo, as células neoplasicas conseguem romper esse processo

e fazer com que o sistema imune atue em favor do tumor (FRANCO et al., 2017).

Em casos de tumores localizados, 0 melanoma € tratado com remogéo cirdrgica e
apresenta cerca de 92% de chance de cura. J& nos casos de diagnostico tardio, o tratamento pode
ser quimioterapico e com terapia direcionada envolvendo ou néo radiagdo. Os componentes da
via MAPK / ERK sdo os principais alvos das terapias direcionadas. Entre eles, a proteina BRAF
multada é um alvo importante (MCCUBREY et al., 2012). Entre 0s medicamentos que atuam

nessa mutacdo, o vemurafenib é um inibidor conhecido e que obteve resultados interessantes,


http://www.pathophys.org/melanoma/
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aumentando a taxa de sobrevida global em 16 meses de cerca de 50% dos pacientes tratados.
Entretanto, muitos dos pacientes podem desenvolver resisténcia ao inibidor, devido a reativacao

da via MAPK ou pelo alto grau de mutagdo comum no melanoma (TEH; CHEN, 2012).

O desenvolvimento da resisténcia ao tratamento € a principal dificuldade encontrada nos
pacientes tratados com monoterapia. Por esse motivo, as terapias combinadas sdo comumente
administradas. Por exemplo, um paciente com melanoma pode realizar a cirurgia e fazer uso da
imunoterapia com interferon. JA em outro paciente, o tratamento pode ser de sessdes de
imunoterapia em associacdo com quimioterapia com os derivados da platina ou radioterapia,
variando de acordo com o comprometimento do tumor (ISOLA; EDDY; CHEN, 2016).

2.4 QUIMICIONAS E MELANOMA

As diversas interacfes entre as células tumorais e o0 sistema imune sd0 processos
complexos e desafiadores. Algumas moléculas que atuam nessas intera¢fes sdo as quimiocinas.
Elas apresentam propriedades quimioatrativas que guiam a circulacdo de células imunes dentro
do microambiente tumoral. S&o divididas em 4 grupos (XCL, CCL, CXCL,e CX3CL) com base
na posicdo de dois residuos de cisteina na sua sequéncia e se ligam a 19 receptores
transmembranas (JACQUELOT et al., 2018). Entre os mediadores imunes, as quimiocinas
desempenham um papel importante na migracéo celular, vigilancia imune, inflamagéo e em
diversas condicdes patoldgicas. A agdo delas é mediada pela sua interacdo com uma subfamilia
de receptores acoplada a proteina G (YAM; CHTANOVA, 2019).

As quimocinas da familia CC, também conhecidas como beta-quimiocinas, s&o
responsaveis por atrairem, principalmente, mondcitos, mas também podem atrair basofilos,
eosinofilos e as células natural killer. Uma de suas integrantes é a quimiocina atrativa de
monocito MCP-1/CCL2 que atua na resposta inflamatoria. Outra integrante dessa familia é a
CCL5/RANTES, que participa de processos inflamatérios na homeostase tecidual. A familia
das CXC, também conhecida por alfa-quimiocina, apresenta como principal funcdo a
quimioatracdo dos monacitos. Ela tem como uma de suas integrantes a interleucina 8/CXCL8
(PALOMINO; MARTI, 2015).

Nos casos de lesdes na pele, elas atuam no processo inflamatorio inicial. As IL-8,
CXCL1,CCL2, CCL3 e CCL5 atraem os monocitos e neutrofilos, ampliando a resposta
imunoldgica e atuando no reparo da lesdo (JACQUELOT et al., 2018). Uma desregulagdo na
secrecdo dessas moléculas pode originar uma inflamagdo crénica, ou seja, um processo de
inflamatdrio ativo. Atuando tanto no reparo do tecidual quanto originando novas lesdes de

forma simultanea, essa € uma caracteristica importante que origina o cancer de pele (KONG,



16

2014). Outras moléculas envolvidas nesse processo incluem fatores de transcricao e citocinas.
Elas desempenham um papel critico no processo inicial da carcinogénese cutanea, pois
controlam a ativacdo e transformacdo em melanoma metastatico (MARU et al.,2014,
JACQUELOT et al., 2018).

A IL8 atua no processo de reparacdo de lesbes cutaneas e tem importancia na
malignidade do melanoma (UEN et al., 2015). Um estudo foi capaz de encontrar niveis séricos
elevados dessa quimiocina em pacientes com melanoma metastatico e uma diminuicdo da
mesma apds a imunoterapia (NEAGU; CONSTANTIN; LONGO, 2015). Outras quimiocinas
encontradas elevadas no soro de pacientes com melanoma metastatico foram RANTES e IP10
(BURKHOLDER et al., 2014).

Alguns receptores também estdo envolvidos no processo de carcinogénese cutéanea. O
receptor CXCR4, expresso em tumores primarios, teve sua superexpressdo associada a presenca
de ulceracdo, ao aumento da espessura do tumor e maior mortalidade (LONGO-IMEDIO et al.,
2005). Ja o receptor CXCR3 foi identificado em células de melanoma invasivo e associado com
a espessura do tumor maior que Imm (MONTEAGUDO et al., 2007).

2.5 METASTASE E METASTASE CEREBRAL

A metastase ocorre quando as células do tumor primario se estabelecem em outro érgéo.
Esse processo ocorre quando as células do tumor primario se desprendem e invadem a corrente
sanguinea ou vasos linfaticos dos vasos presentes no microambiente até atingirem os sitios
preferencias da neoplasia especifica e se estabelecerem nos 6rgaos secundarios. A colonizagéo
dessas células no 6rgdo secundario envolve o surgimento de novos vasos (angiogénese) com
objetivo de nutrir a metastase (COGHLIN E MURRAY, 2010).

Para o estabelecimento da metastase no 6rgao secundario, o tumor primario desenvolve
um microambiente favoravel para seu estabelecimento, ou seja, cria um nicho pré-metastéatico.
Antes do processo de invasdo ter inicio, as células neoplasicas enviam microRNAS
caracteristicos de proliferacdo, migracdo e fatores pro-inflamatorios, facilitando o
estabelecimento da metastase (DROR et al., 2016).

As interacOes entre as células tumorais e 0 microambiente séo importantes ndo so no
processo de progressao tumoral, mas também s@o responsaveis por direcionar a metastase.
Moléculas como quimiocinas e citocinas atuam guiando as células tumorais para os 6rgéos
secundarios e favorecem o estabelecimento da metastase no determinado érgdo, como é no caso

do receptor CCR4, que é um determinante para a metastase cerebral de melanoma. Esses
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fatores podem ser produzidos pelo tumor primario e enviado para o 6érgdo secundario ou podem
estar presentes no microambiente tumoral (KLEIN et al., 2017).

Entre as metastases, a metastase cerebral representa um progndstico reservado, com
mortalidade media menor que um ano, além de afetar a qualidade de vida e trazer prejuizos
neurologicos para os pacientes (XIONG et al., 2017, KIBBI E KLUGER, 2016). A principal
regido que a metastase cerebral se estabelece é cArtex cerebral, mas ndo se sabe qual o0 motivo
dessa preferéncia. (DAMKY, ROSENBAUM e BOSENBERG, 2011).

As células de melanoma, para se estabelecerem no cérebro, precisam ultrapassar ou
invadir a barreira hematoencefélica (BHE) e assim estabelecem as interacGes célula a célula
com as células do estroma cerebral, como a microglia e os astrocitos. Os mecanismos usados
pelo melanoma ainda ndo estdo bem estabelecidos, mas é conhecido que a desregulacdo dos
astrocitos favorece a metastase cerebral. As microglias atuam apenas em condicfes de estresse
(KLEIN et al., 2015b), como mostra a figura 2.

Entre os processos de desregulacdo dos astrocitos envolvidos no processo de metastase
cerebral, a producdo de heparanase que facilita a passagem do melanoma pela barreira
hematoencefalica é um deles. Os astrocitos também podem ser reprogramados pelas células do
melanoma para produzirem citocinas pré-inflamatorias. Entre elas, a interleucina 23 1L23
apresenta capacidade de facilitar o estabelecimento da metastase cerebral (KLEIN et al.,
2015b). Outra célula do sistema nervoso central que pode atuar facilitando o crescimento de
canceres cerebrais, de prostata e de pele é o neurbnio. Sabe-se da importancia da modulagéo
neuronal dentro do microambiente tumoral. Contudo, pouco se conhece sobre 0s mecanismos

usados pelos neurdnios para favorecer o crescimento tumoral (CHANPIMOL et al., 2017b) .
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Figura 2: Processo de formagao da metastase cerebral: as células do tumor primério desderem caem na corrente
sanguinea e subsequentemente extravasam através da BBB e entram no parénquima cerebral. Trés genes medeiam
migragdo trans-BHE das células de cancer: HBEGF, COX2 e STEGALNACS5.78. Além disso, ocorre a ativagdo
de integrinas para controlar a captura e adeséo de células tumorais a vasculatura. As células tumorais metéstases
podem trazer suas proprias células do estroma normal em metastases. Apds o extravasamento, as células tumorais
crescem ao longo de vasos sanguineos pré-existentes (crescimento perivascular) e recrutam novos vasos
sanguineos (angiogénese) para obter nutrientes suficientes para sustentar sua proliferacdo. Abreviacdo: BHE,
barreira hematoencefélica.
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A inflamacdo desempenha um papel importante na metastase cerebral com algumas
moléculas envolvidas nesse processo. Um estudo demonstrou que o receptor de quimiocina
CCR4 ¢ altamente expresso em melanoma metastatico no cérebro em comparagdo com o
melanoma cutaneo. Os seus ligantes sdo as quimiocinas CCL22 e CCL17, que sdo altamente
expressos nos estagios iniciais da metastase cerebral , antes mesmo da interacéo das celulas do

melanoma com as células do cérebro (KLEIN et al., 2017).
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Para a realizacdo das culturas primarias corticais mistas foram usados ratos albinos
neonatos da linhagem Wistar. Estes foram obtidos e criados no biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da UFPE, sem restricbes a dieta e a &gua. Todas as etapas
experimentais foram aprovadas pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da
UFPE CEP 23076.0125002015-09 (anexo A). Os animais eram recém-nascidos entre 0 e 3 dias
de nascimento e oriundos de reducdo de ninhada para controle de crescimento do proprio

biotério.
3.2 CULTURAS PRIMARIAS CORTICAIS MISTAS

Os animais foram sacrificados por decapitacdo. O cérebro foi isolado, a meninge
removida e o cortex cerebral separado e foi entdo mantido em PBS-glicose (tampéo fosfato com
glicose 0,6%) esteril. O tecido foi dissociado em tubo falcon por pipetagem. As células em
suspensdo foram submetidas a centrifugagcdo a 1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e ao precipitado foram adicionados meio DMEM-F12 (Dulbecco's Modified Eagle
Medium com nutriente F-12, Gibco) e soro fetal bovino (SFB) a 10% (Gibco).

As células foram contadas em camara de Neubauer e distribuidas em placas de 24 pocos,
sobre laminulas previamente tratadas com poly-I-lisina (Sigma-Aldrich) na quantidade de 2x10°
células por poco, e de 7x10° células por garrafa de cultura de 25cm?. As células foram mantidas
por 12-14 dias a 37°C e 5% de CO-, havendo troca do meio a cada dois dias.

3.3 LINHAGENS DE MELANOMA

Foram utilizadas duas linhagens de melanoma humano, a SKMEL-28 (Banco de Células
do Rio de Janeiro - BCRJ) e a UACC62 (ATCC), essa ultima gentilmente doada pelo Prof. Dr.
Roger Chammas, do Instituto do Cancer do Estado de Sdo Paulo (ICESP) - Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP).

As linhagens de melanoma utilizadas apresentam como caracteristica comum a mutagéo
no gene braf e a capacidade de metastizar. Entretanto, as linhagens apresentam algumas
diferencas como: morfologia, velocidade de proliferacéo e meios de cultura para manutencao e
crescimento. A UACCG62 é cultivada no meio DMEM High Glicose (Dulbecco’s) tambémcom
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a suplementacdo do SFB a 10%, apresenta morfologia alongada e maior velocidade de
proliferacdo com doubling time de 31.3 horas. JA& a SKMEL-28 ¢ cultivada em meio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium — Dulbecco’s) com SFB a 10%, € a que apresenta maior

tamanho com uma morfologia estrelada e um doubling time de 35.1 horas.

3.4 CO-CULTURA DAS LINHAGENS TUMORAIS E PRIMARIAS MISTAS

A co-cultura foi realizada entre 0 12° e 0 14° dias de cultivo das células primarias mistas,
quando elas apresentavam confluéncia e maturidade necessarias para a realizagdo das
intervencdes, as células estavam em placas de 24 pocos. O seu meio foi descartado, as células
foram lavadas com meio sem soro e sobre elas foram adicionadas 3x10* células das respectivas
linhagens tumorais de melanoma, SKMEL-28 e UACC62.

As células entdo foram cultivadas com DMEM F12 suplementado com SFB a 0,5%.
Apbs 24 e 48 horas de crescimento das co-culturas, os sobrenadantes foram coletados para
posterior analise de seu contelido. As co-culturas sobre as laminulas das placas de 24 pocos

foram submetidas ao ensaio de imunofluorescéncia para caracterizacéo.

3.5 ENSAIO DE MEIO CONDICIONADO DE CELULAS PRIMARIAS MISTAS SOBRE
AS LINHAGENS DE MELANOMA

Quando a cultura primaria cortical mista atingiu a confluéncia 70-80% nas garrafas de
25cm2, também entre 0 12° e 0 14° dias de cultivo, as mesmas foram lavadas com meio sem
soro e incubadas com DMEM-F12 contendo SFB a 0,5%. Havendo a partir de entdo a producéo
de um meio condicionado (MC) formado pelos fatores solUveis secretados pelas células mistas,
durante 24 horas (MC24) e 48 horas (MC48).

Depois desses periodos de incubacdo o sobrenadante foi recolhido, centrifugado a 800g
por 3 minutos e filtrado. Os MCs produzidos foram colocados sobre as linhagens de melanoma
SKMEL-28 e UACC62 por mais 24 horas (24MC24 e 24MC48) e 48 horas (48MC24 e
48MC48). Os sobrenadantes finais foram coletados para posterior analise de seu conteudo. A

figura 3 ilustra como o ensaio foi realizado.
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Figura 3: Desenho experimental do ensaio do meio condicionado. O meio condicionado (MC) foi produzido
apos 24 (MC24) ou 48 horas (MC48) pelas culturas primérias mistas. O MC foi entdo coletado, centrifugado e
filtrado para entdo ser incubado sobre as linhagens de melanoma, por mais 24 ou 48 horas.
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3.6 IMUNOFLUORESCENCIA

As co-culturas, bem como as células isoladas, tanto da cultura priméaria mista como das
linhagens de melanoma foram submetidas ao ensaio de imunofluorescéncia para caracterizagéo.

As células sobre as laminulas e sem sobrenadante foram fixadas com acido metilico e acetona
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1:1 por 10 minutos a -20°C e lavadas com PBS 1x. Em seguida foi feito o bloqueio com BSA
1% (Bovine serum albumin - Sigma Chemical Corporation, Saint Louis, EUA) em PBS por 1
hora e incubacdo com anticorpo primario por 14-16 horas diluido 1:100 na solucdo bloqueio:
rabbit anti-MITF 1:100 (Boster Biological Technology), rabbit anti-GFAP 1:100 (Imuny) e
mouse anti-pB-Tubulina-111 1:100 (Sigma-Aldrich).

As células foram submetidas a 3 lavagens com PBS e incubadas com 0s anticorpos
secundarios fluorescentes (Santa Cruz) por 1 hora a temperatura ambiente, anti-mouse e anti-
rabbit, diluidos em solu¢do bloqueio a 1:300. Os nucleos celulares foram marcados com
Hoechst 33342 (Invitrogen, Carlsbad, EUA) por 10 minutos a temperatura ambiente, diluidos
a 1:1000. Seguida a montagem das laminas em glicerol 40% em PBS, as células foram
fotografadas com a camera digital Nikon (Nikon Canada) acoplada a um microscopio Nikon
TS2-S-SM.

3.7 DOSAGEM DE QUIMIOCINA

A dosagem de quimiocinas foi realizada no sobrenadante das co-culturas e das culturas
de melanoma incubadas com MC oriundo das células primarias mistas. Foi utilizado o ensaio
denominado Cytometric Bead Array (CBA) através de um kit (BD Biosciences, Franklin Lakes-
EUA) que utiliza microesferas de poliestireno magnéticas (também chamadas beads)
conjugadas a anticorpos de alta afinidade e marcadas com fluoroforos. A partir dessa
metodologia foi obtido um complexo “sanduiche” formado pelas beads de captura, pelo analito

e pelo anticorpo de deteccdo conjugado a ficoeritrina (PE - PhycoErytrin).

A intensidade de fluorescéncia da PE para cada complexo ‘“sanduiche” revela a
concentragédo de determinada citocina na amostra testada. A fluorescéncia foi entdo detectada
por citdbmetro de fluxo e a concentracdo calculada a partir da comparacdo com um padréo de
concentragdo conhecida. Foram analisadas as quimiocinas CXCL10/IP-10 (limite de detecgéo
2,8 pg/mL), CCL2/MCP-1 (limite de deteccdo 2,7 pg/mL), CXCL9/MIG (limite de deteccédo
2,5 pg/mL), CCL5/RANTES (limite de deteccdo 1 pg/mL) e a CXCLB8/IL-8 (limite de deteccédo
0,2 pg/mL). Esse Kit é especifico para quimiocinas humanas . Foram realizados 4 experimentos

distintos para a analise das quimiocinas.

3.8 ENSAIO DE SILENCIAMENTO

O siRNA da IP10 e o siRNA do controle (CTR) foram adquiridos na Santa Cruz
Biotechnology, INC. As linhagens de melanoma foram cultivadas em placas de 6 pogos durante
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24 horas em meio sem antibidtico. Os siRNAs foram misturados ao reagente de transfecgédo
(Santa Cruz Biotechnology, INC) e incubados durante 45 minutos em ambiente protegido de

luz.

Utilizou-se 4pul tanto do siRNA IP10 como do CTR siRNA para adicdo ao meio de
transfeccdo (Santa Cruz Biotechnology, INC) em cada pogo, seguido de incubacéo por 7 horas.
Foi entdo acrescentado aos po¢os meio com 2x a quantidade de antibidtico e SFB a 20%, por
mais 18 horas. O contetido dos pocos foi retirado e as células foram incubadas com as condic¢Ges
experimentais de MC por 24 e 48 horas. Foram repetidos 3 experimentos distintos para analisar

os efeitos do silenciamento

3.9 ENSAIO DE INVASAO POR TRANSWELL

Para o ensaio de migracdo, foram utilizadas as células silenciadas por 24 e 48 horas. Na
auséncia de SFB, 3x10* células foram colocadas na cAmara superior de um enxerto (8 um de
tamanho de poro, Costar, Corning, NY), incubadas com o MC das culturas primarias mistas.
As células que migraram apds 24 e 48 horas de exposicao, foram coradas com cristal violeta a
0,1%, fotografadas e contadas usando uma camera digital Nikon (Nikon Canada) acoplada a
um microscopio Nikon TS2-S-SM. O namero de células migradas por campo foi contando em

pelo menos trés campos aleatorios de cada condicdo e os ensaios foram repetidos 3 vezes.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados quantitativos foram representados como a média + desvio padréo (n =
3). Foi realizado o teste de D’Agostino para avaliagdo de normalidade da amostra. Como os
resultados seguem a normalidade foram utilizados o teste t de Student e os valores de p < 0,05
foram considerados significativos. Todas as analises estatisticas foram realizadas no software
GraphPadPrism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA)
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS CELULAS DA CULTURA MISTA E LINHAGENS
TUMORAIS

Para o estabelecimento do modelo in vitro da cultura primaéria, os experimentos de co-
cultura e MC foram feitos com SFB a 0,5% para que os fatores de crescimento e nutrientes
presentes no soro ndo interferissem na interacdo entre as células frente aos efeitos dos fatores
solaveis. N@o foram observadas alteracfes morfologicas nem de viabilidade celular devido a

presenca do soro nessa concentracdo baixa por 24 ou 48 horas (dados ndo demonstrados).

A realizacdo da co-cultura teve como objetivo mimetizar a metastase cerebral e
compreender como ocorrem as interacfes celulares entre as células tumorais e a cultura
primaria. Também ndo foram observadas alteracbes morfolégicas das células no co-cultivo,
comparado com as células isoladas. Ademais, foi possivel observar que a proliferacdo das
linhagens tumorais ndo sofreu alteracdes, indicando que a co-cultura foi bem estabelecida, nas
24 e 48 horas.

Apbs a avaliacdo morfoldgica foi realizada a validacdo imunofenotipica do modelo. A
figura 4 mostra a caracterizacdo das células em culturas isoladas. A presenca de astrdcitos foi
confirmada pela marcacdo com GFAP (proteina do citoesqueleto dos astrocitos) (Figura 4A).
Na figura 4B observa-se um neurdnio em cultura primaria mista com o citoesqueleto marcado

com B-Tubulina 11l na cor vermelha.

Em seguida, foi feita a caracterizacdo das linhagens de melanoma. Nas figuras 4C e 4D,
as células da linhagem SKMEL-28 foram marcadas com MITF, fator de transcricdo que
identifica as células de melanoma. A mesma proteina foi utilizada para a caracterizacao
imunofenotipica da linhagem UACCG62 (Fig 4E e 4F).
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Figura 4: Cultura primaria cerebral cortical mista e linhagens de melanoma. Aumento de 200x.(a) Astrocitos
indicados com GFAP. (b) Neurbnios marcados com B-TUB lll. (c) SKMEL-28 marcada com MITF. (d) SKMEL-
28 marcada com MITF e DAPI. (e) UACC62 marcada com MITF. (f) UACC62 marcada com MITF e DAPI.

BTUB-III MITF+DAPI MITF+DAPI

4.2 CARACTERIZACAO IMUNOFENOTIPICA DAS CO-CULTURAS

Na figura 5 pode-se visualizar as co-culturas da SKMEL-28 e da UACC62 sobre a
cultura priméria mista, sendo possivel observar a marcagdo dos astrocitos com o GFAP e das

distintas linhagens de melanoma junto com os neuronios, identificados com a -Tubulina II.

Ademais, outro ensaio foi realizado para avaliar o efeito do MC produzido pelas células
da cultura cerebral mista sobre as células de melanoma. Foi utilizado o meio com fatores
secretados pela cultura primaria mista durante 24h e durante 48h. Foi possivel observar
independentemente dos diferentes tempos de MC, que ndo houve alterages na expressao dos
marcadores de caracterizagdo: MITF e B-TUB Ill. A Figura 6 representa essas marcacdes na
condicdo 48MC24; em todas as outras condigdes, foi observado o mesmo padréo (dados nédo

mostrados).



26

Figura 5: Co-cultura das linhagens de melanoma sobre a cultura primaria mista. (A-C) co-cultura da
SKMEL-28 na cultura mista. (D-F) co-cultura da UACC62 na cultura mista. GFAP em verde, B-Tub em vermelho.
Nas figuras astrdcitos sdo indicados pela seta laranja, os neurdnios pela seta branca e as linhagens neoplasicas pela
seta amarela. Aumento de 200x.(CP-cultura primaria mista)

SKMEL+CP
BTUB-III
E
UACC+CP
BTUB-III
Figura 6: Linhagens de melanoma com meio condicionado de células da cultura mista. (A) SKMEL-28
incubada com MC da cultura primaria mista, marcada com MITF, (B) SKMEL-28 incubada com MC da cultura
priméria mista marcada com B-tubulina I11, (C) Merge da SKMEL-28 incubada com MC da cultura primaria mista,
(D) UACCS62 incubada com MC da cultura primaria mista marcada com MITF, (E) UACC62 incubada com MC
da cultura priméaria mista marcada com B-tubulina Ill, (F) Merge da UACC62 incubada com MC da cultura
primaria mista. Aumento de 200x.
SKMEL
BTUB-III
E
UACC
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4.3 CARACTERIZACAO DAS QUIMIOCINAS PRODUZIDAS NO MODELO IN VITRO
DE METASTASE CEREBRAL

Com o objetivo de compreender a participacdo do microambiente tumoral no
estabelecimento da metastase, foi caracterizada a secrecdo de quimiocinas pelo modelo. As
quimiocinas CXCL10/1P-10,CCL2/MCP-1, CXCL9/MIG, CCL5/RANTES e a CXCLS8/IL-8
foram dosadas nas seguintes condicBes experimentais: 1) quimiocinas produzidas pela
linhagem UACC62 24h , 2) quimiocinas produzidas pela linhagem de UACC62 48h, 3)
quimiocinas produzidas pela linhagem co-cultura (cultura cortical mista e linhagem UACC62)
24h, 4) quimiocinas produzidas pela linhagem co-cultura (cultura cortical mista e linhagem
UACCS62) 48h. As mesmas condicBes foram utilizadas na SKMEL-28.

Também foi avaliada a producgdo das quimiocinas pelas células de melanoma cultivadas
no MC proveniente da cultura cerebral mista nos tempos de 24 e 48 horas. Nas seguintes
condicdes: 5) quimiocinas produzidas pela UACC62 em resposta ao MC24 (24MC24), 6)
quimiocinas produzidas pela UACC62 em resposta ao MC24 (48MC24), 7) quimiocinas
produzidas pela UACC62 em resposta ao MC48 (24MC48), 8) quimiocinas produzidas pela
UACC62 em resposta ao MC48 (48MC48). As mesmas condi¢oes foram utilizadas na SKMEL-
28.

Quando o modelo de metastase in vitro foi estabelecido com UACCG62, foi possivel
detectar a secrecdo das IP10/CXCL10, RANTES/CCL5 e IL8/CXCL8. As quimiocinas MIG e
MCP-1/CCL2 tiveram valores menores que os limites de deteccdo. Na figura 7A, a secre¢do da
IP10 pela UACC®62 foi significativamente maior na condi¢do de co-cultivo no tempo de 24h
(mediana=29,46 pg/ml) quando comparado com a UACC62 sozinha (mediana = 3,35 pg/ml),
(p=0,02). O mesmo ocorreu no tempo de 48h (p=0,02)

Na figura 7B a quimiocina IL8 foi reduzida quando a UACC62 estava na condicdo de
co-cultura (mediana=48,01 pg/ml) quando comparada com UACC62 sozinha (mediana= 117,2
pg/ml). A reducdo da IL8 também foi observada nas condi¢bes de MC quando comparado com
a UACC62 sozinha, exceto na condigédo de 48MC48 contudo, néo foi significativa. A figura 7C

mostra que a secre¢do da quimiocina RANTES foi baixa em todas as condigdes do estudo.
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Figura 7: Caracterizagdo dos niveis de quimiocinas pela linhagem UACC62. A) secrecdo da quimiocina IP10,
B) secrecdo quimiocina RANTES.
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No modelo com SKMEL-28 os valores de IP10 foram significativamente inibidos na
co-cultura 24h (mediana=3,25 pg/ml) (p=0,0286) quando comparado com a SKMEL-28
sozinha (mediana=15,76pg/ml). O mesmo ocorreu no tempo de 48h, com valor de p=0,028
(Figura 8A). Os valores de IP10 foram significativamente elevados quando a célula tumoral foi
colocada em contato com o MC tardio (MC48) da cultura primaria mista (mediana=58.7 pg/ml),

quando comparado com a SKMEL-28 sozinha (p= 0,0286).

A figura 8B representa a analise da secrecdo da quimiocina IL8 pela SKMEL-28. E
possivel observar niveis reduzidos dessa quimiocina quando colocada em contato direto no
tempo de 24h (mediana=135.4 em pg/ml) com p=0,02 pg/ml. e no contato indireto inicial
(MC24) (p=0,02 pg/ml). No tempo de 48h o perfil se repetiu, contudo foi significativo apenas
no MC de 48h (p=0,0286 pg/ml). A figura 8C mostra a secrecdo da quimiocina RANTES que
é pouco secretada tanto pela SKMEL-28 em si quanto no modelo, além de variar pouco nas

diferentes condicdes.
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Figura 8: Caracterizagdo dos niveis de quimiocinas pela linhagem SKMEL-28. A) secrecdo da quimiocina
IP10, B) secregdo quimiocina IL8, C) secre¢do da quimiocina RANTES.
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4.4 SILENCIAMENTO DA QUIMIOCINA MAIS DIFERENCIALMENTE EXPRESSA
NAS CONDICOES DE MEIO CONDICIONADO (MC)

A quimiocina IP10 foi secretada de forma distinta nas condi¢des de MC pela linhagem
SKMEL-28, por esse motivo, foi realizado seu silenciamento e posterior redosagem da secrecao
de quimiocinas. A SKMEL-28 mostrou valores aumentados da quimiocina IP10 nas condigdes
controle (27,01 pg/ml) e valores menores quando a quimiocina foi silenciada (3,05 pg/ml),
corroborando que o silenciamento foi eficaz, inclusive quando colocada em contato com o MC

da cultura priméaria mista (Figura 9 A).

Ja a IL8 foi aumentada depois do silenciamento da P10, tanto no tempo de 24h (105,2
pg/ml) quanto no de 48h (2804 pg/ml), aumentando também na condicdo de MC 48MC48 (1508
pg/ml) (Figura 9B). A figura 9C mostra a secrecdo da quimiocina RANTES, ainda pouco

secretada, independentemente do silenciamento.



30

Figura 9: Secre¢do de quimiocina pela linhagem SKMEL-28 silenciada. A) secrecdo da quimiocina IP10, B)
secrec¢do quimiocina IL8, C) secrecdo da quimiocina RANTES.
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45 CONSEQUENCIAS FUNCIONAIS DO SILENCIAMENTO DA IP10 NAS
CONDICOES DE MC

Para entender como a quimiocina IP10 encontra-se envolvida no processo de invasao da
linhagem SKMEL-28, foi realizado o ensaio de transwell. Foram utilizados os MCs da cultura

primaria nos tempos de 24h e 48h como meio atrativo para as células de melanoma.

Na figura 10, apresentamos os graficos do ensaio de transwell, com a SKMEL-28
submetida aos MCs inicial e tardio da cultura mista. Na figura 10A representa o silenciamento
de 24h em contato com os meios de 24h e 48h. Dessa forma, foi observado que tanto no tempo
de 24h quanto no de 48h ha diminuicdo significativa da invasdo celular (p=0,01 e p=0,013,

respectivamente). Ja na figura 10B, no silenciamento de 48h ocorreu a diminui¢cdo da migracao



31

nas condi¢cdes de MC24 e MC48. Contudo, essa diminui¢do é mais visivel no MC inicial
(p=0,01, p=0,015 respectivamente).

Figura 10: Invasdo das células da linhagem SKMEL-28 em contato com o meio condicionado da cultura
primaria mista. A) silenciamento de 24h, B) silenciamento de 48h.
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5 DISCUSSAO

A realizacdo da co-cultura teve o objetivo de analisar a interagdo célula a célula, entre
as células tumorais e as células primarias mistas (astrécitos, neurdnios). Dessa forma, 0s
resultados da co-cultura mostram que a SKMEL-28 e a UACCG62 se estabelecem bem sobre a
monocamada da cultura priméaria sem causar danos morfoldgicos na mesma. Nesse modelo
estudou-se as interacbes entre os astrdcitos,neurénios e células tumorais. Diferente dos

modelos usados comummente, apenas com astrocitos e células tumorais.

Como o estudo desenvolvido por Barros et al (2014) analisou as interacfes entre células
de céncer de proéstata e os astrocitos isolados. Sendo assim foram estudadas duas diferentes
linhagens e apenas a mais agressiva foi capaz de estabelecer o co-cultivo sobre a monocamada
astrocitéaria. Sabe-se que os astrdcitos tém uma participacdo essencial no estabelecimento da
metéstase cerebral (KLEIN et al., 2017). As outras células que constituem o sistema nervoso
central participam do microambiente tumoral, contudo ainda sdo pouco estudadas
(ZANG,2015, CHEN et al., 2017). Por esse motivo o0 modelo utiliza nesse trabalho as células

que constituem o cortex cerebral.

As linhagens de melanoma utilizadas no presente estudo expressaram {3 -tubulina 111 um
marcador neuronal. E explicada pela literatura, foi demonstrada a expressio da f -tubulina 111
em tumores de pulmé&o (35-80%), melanomas malignos (77%) e tumores cerebrais (85-100%)
(PERSON et al., 2017).

Posteriormente a caracterizacdo do modelo, foi analisado o perfil de quimiocinas
secretadas pelas linhagens de melanoma em resposta as interacdes celulares do modelo. Foi
realizado imunoensaio CBA (Cytometric Bead Array) por ser um kit que utiliza apenas
anticorpos com especificidade para epitopos de quimiocinas humanas. Por esse motivo, so foi
possivel determinar a secrecdo das quimiocinas secretadas pelo melanoma, porque as linhagens
utilizadas eram humanas.

No presente trabalho observou-se valores de secrecdo basal elevados de IL8 nas duas
linhagens de melanoma. Esta quimiocina é um regulador essencial do crescimento tumoral,
invasdo, migracgéo, vascularizagéo, ativacdo das metaloproteinases da matriz, especialmente
atraves do CXCR2. Ademais esta quimiocina esta relacionada ao mau prognostico e resisténcia
terapéutica (SOOTICHOTE et al., 2018).Contudo, nossos resultados mostram que o contato

direto ou indireto das duas linhagens de melanoma com a cultura primaria mista gerou uma
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inibicdo da IL-8. Nao se sabe se isso seria um mecanismo de defesa do melanoma ou uma
caracteristica especifica do nicho metastatico.

A quimiocina IP10 foi mais secretada pela UACC62 nas condicdes de co-cultura. J& na
SKMEL-28 a IP10 foi mais secretada quando a linhagem foi colocada em contato com as
moléculas secretadas pela cultura primaria mista. Em conjunto com esse resultado, um estudo
com liquido enceéfalo raquidiano de pacientes com melanoma analisou o perfil de quimiocinas
e citocinas secretadas e conseguiu separar 0s pacientes em grupos de acordo com esse perfil.
Nesse estudo foi observada a reducédo de IL1a, IL4, IL5 e CCL22, associadas com concomitante
elevagéo de IP10, CCL4 e CCL17, relacionando-se ao desenvolvimento mais agressivo de
metéstases cerebrais (LOK et al., 2014) . Nossos resultados também mostraram que quando a
IP10 foi silenciada, a IL8 voltou a aumentar mesmo com a interacdo indireta com a cultura
primaria mista. Sugerindo assim que, o melanoma modifica seu perfil de secre¢do de
quimiocinas, podendo esta mudanca estar associada a agressividade da metastase cerebral.

Depois do silenciamento da IP10 foi analisado que a SKMEL-28 teve sua capacidade
de invasdo reduzida, mostrando o envolvimento dessa quimiocina nesse importante processo
pré-metastatico. Um estudo também encontrou, que a IP10 desempenha um possivel papel na
invasdo celular em mieloma multiplo. Onde foram estudadas as quimiocinas CXC I-TAC, MIG
e IP10 e seu receptor CXCR3 e foram associadas com aumento da atividade das
metaloproteinases MMP-2 e MMP-9, sugerindo que essas quimiocinas e o receptor CXCR3

estdo envolvidos com processo de invasdo do mieloma multiplo (PELLEGRINO et al., 2004).
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6 CONCLUSAO

e Caracterizar a expressdo de quimiocinas em um modelo in vitro de metastase cerebral
No modelo utilizado para o estudo néo foi possivel avaliar a secrecdo das quimiocinas

MCP-1 e MIG. Dessa forma o modelo nédo é vidvel para estudar essas quimiocinas. Contudo,

se mostrou um modelo interessante no estudo das quimiocinas IL8 e IP10. Observou-se que

a IL8 tinha sua secrecdo inibida pelas diferentes linhagens quando estas interagem com a

cultura primaria.

e ldentificar a quimiocina mais diferencialmente expressa no modelo
A elevacdo da IP10 se comportou de forma distinta nas diferentes linhagens. Ela foi
mais secretada pela UACC62 na condicdo de co-cultura. Enquanto que na SKMEL-28 a
mesma teve sua secrecdo aumentada nas condi¢des de interacdo indireta (MC) com a cultura

primaria.

e Avaliar as consequéncias funcionais do silenciamento da quimiocina mais
diferencialmente expressa no modelo de metéstase in vitro

O silenciamento da IP10 demostrou ser um fator importante, uma vez que reduziu

a invasdo das células da SKMEL-28. Ainda ndo se sabe como a IP10 interfere nesse

processo. Para entender como ela interfere nesse processo S40 necessarios Novos

estudos.
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IL-10(p = oillllr29<0.wll and W4 (p = 0.01) was higher in S5¢ patients than in healthy controls. Afwer
MB-CDG/CD28 wimulation, scleroderma PEMCs hadl Tower concestgions of TNFp = 0.009), BL-10(p ~ 0I8),
and 1L-2Ap ~ ,002) than HC. In d PBAMC, IL2 was higher in patients with esophageal
dysnotiiity (p = 0.04), and 1L-10 levwls Tud 4 positive correlation with modified Rodasn scare (p = 0.03), AL
ter amti-CDA/CD2S stimedation, higher leveds of 12 and IL4 were observed in S5¢ patients with kmg fibeosis
@ = 0,01 and 0,006, respectively), and higher levels of [L-10 (p = 0.04) and 114 (p = 0,04) in patients with digi-
tal uicers In SSep bavea peofile of cy P and this was assoctuted with
clinical mantfestarions.
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231 and SKMEL) of the six cancer cell lines tested, with IC,,, values ranging from 159 to 313 M.

i A Compound 4 exhibited no detectable cytotaxic effect on peripheral blood jear cells (PEMC)
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Chemometric possible to infer that there is a comred idant capacity and anticancer effects.
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Tamms: 5D ¥ 2106 WA b8 3 )
fax: 155 811 J006 a3

L et RS

Recife. 27 d= oulubro de 2015
Ofico n* 10715

Da Comisso de Eics no Uso de Arvmais (CEUA) da UFPE
Para Prof. Moacyr Jesus Bareto de Melo Régo
Nucieo de Pesguss sara Inovacio Terapéutica Suely Galdno - CCB

Os membros da Comissic de Etca no Uso de Anmas do Centro de Cncias
Biokpgicas da Unversidade Federsl Oe Pemambuco (CEUAUFPE) avalisram seu
propeto de pesgusa rituisdo “Estabelecimento de um modelo in vitro para o
1000 GO MIKIOAMbNts G0 NICHO Pré-MEtastatico @ MEtastase Cerabrals COmMo
ferrarmentas para 2 inovacdo terapéutica™

Conchuimos Que 08 procedmentos descrios para a Uilizagho expeamental dos
SUMAN SNCONTaNm-$& 08 00O COM B8 NOMSS supendes pelo Cowgio Brastern
pars Expermentacio Animal ¢ COM 88 NONTES INEMAtIoNa® estabelocidas Dok
Natoral instiute of Heaith Guoe for Care and Use of Laboratory Arumals 88 quas sl
SG0tadas come Criinios de avalagio e juigaments pels CEUA-UFPE

En o o% com a% wgertss no Brasd especiaiments a Le
T1.794 de 08 de oututyo 0 2008 que ala da questio 00 usD de anmas para fins
Oentificos e ddatcos.

Dante 00 @O0 aMAmos parecer tavordvel 208 [r ot0cios Sxpermentss &
sererr realados
Anenis  TStos  heteropéneoos  Wistar idade | A rcasamente

a0utos @ seus reonatos de 0 & J das == e 4
Pesc: 250-3009 (sduos) @ 7g (eonatos). Sexs: 40 25 7 /,
Imachos @ 120 Wmeas. N* tota Oe annas 310 l,ﬁ &
| anemass (160 progendores & 150 neonatos) 0 o\ Coul
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