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RESUMO

O melanoma € um tipo de cancer altamente agressivo, com altas
taxas de metastases e, em estagios avancados, ¢ resistente aos
tratamentos convencionais. A resisténcia ao tratamento ¢ a
recorréncia da doenga tem sido relacionadas a sobrevivéncia de
um subconjunto de células denominadas células tronco tumorais
(CTT). Esta populagdo de células tem capacidade de auto-
renovacdo e podem gerar descendentes heterogéneos mantendo
algumas semelhangas com as células tumorais iniciais. Neste
sentido, neste estudo desenvolveu-se um modelo de
melanoesfera capaz de aumentar a expressdo de marcadores
associados as CTT, sem a utilizagdo de meios de diferenciagdo a
fim de avaliar a potencial atividade do sal de isotiourénio MFO08
(SI-MFO08) - composto ja estudado pelo nosso grupo de pesquisa
- frente a esta populagdo de células. As melanoesferas foram
obtidas a partir de baixa densidade celular (< 1célula/pul) em
condi¢des ndo aderentes, através do uso de gel de agarose 2 %
em diferentes volumes (30, 40 e 50 pl/poco) para estabelecer a
melhor condi¢do de formagdo. O volume de 30 pul de agarose
2% parece ser a condigdo ideal para o modelo esferoide, uma
vez que as melanoesferas formadas apresentaram um numero
significativamente maior de células vidveis (6800 = 1000
células/esferoide) quando comparadas aos demais volumes
(2890 + 730, 2047 + 680 para 40 e 50 pl. de agarose 2 %,
respectivamente). A presenca dos marcadores de superficie
CD133 e CD44 foi escolhida para investigar se a formacao de
melanoesferas foi capaz de enriquecer a populacdo de células
com caracteristicas associadas a CTT. Analises por microscopia
confocal e citometria de fluxo foram entdo realizadas para
identificar células CDI133 e CD44 positivas em cultura
monocamada (2D) de B16F10, bem como em melanoesferas. A
percentagem de células CD133 positivas em cultura 2D foi de
20 % e aumentou para 76% nas melanoesferas. Para CD44, o
aumento foi ainda maior, com uma porcentagem de células
positivas em cultura 2D de 7 % e 83 % em melonoesferas. Além
disso, as melanoesferas foram expostas a trés concentracdes
diferentes de SI-MF08 (9, 17,5 ¢ 35 uM) e no final do 7° dia de
cultura, a exposi¢do ao composto foi capaz de inibir
significativamente o crescimento da melanoesferas em 15, 59 e
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70 %, respectivamente. Diante dos resultados, foi demonstrado
que ¢ possivel a formagdo de melanoesferas com alta
porcentagem de células CD133 e CD44 positivas sem o uso de
meio de diferenciag@o. Além disso, 0 modelo proposto torna-se
uma ferramenta importante no estudo in vitro do potencial
citotoxico de novos agentes antitumorais.

Palavras-chave: Melanoesferas, heterogeneidade tumoral,
células tronco tumorais, sal de isotiourénio MF08.
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ABSTRACT

Melanoma is a highly aggressive type of cancer due to the
possibility of generating metastases and, in advanced stages it is
resistant to conventional treatments. Resistance to treatment and
disease recurrence has been linked to the survival of a subset of
cells called cancer stem cells (CSC). This cell population has
self-renewal capacity and can generate heterogeneous offspring
that retain some similarities with the initial tumor. Thus, in this
study, a melanosphere model was developed to increase the
expression of markers associated with CSC, without the use of
differentiation medium, in order to evaluate the potential activity
of the isothiouronium salt MF08 (IS-MF08) — a compound
already studied by our research group - against this cell subset.
The melanospheres were obtained through low cell density
(<Icell / pl) under nonadherent conditions, using different
volumes of agarose gel 2% (30, 40 and 50 ul / well) to establish
the best formation condition. The volume of 30 uL of agarose
appeared to be the ideal condition for the spheroid model since
the melanospheres formed presented a significantly higher
number of viable cells (6800 + 1000) when compared to the
other volumes ((2890 + 730, 2047 + 680 for 40 and 50 pL of
agarose 2%, respectively). Confocal analyzes and flow
cytometry were performed to identify positive CD133 and CD44
cells in monolayer culture (2D) of B16F10 as well as in
melanospheres. The percentage of positive CD133 cells in a 2D
culture was 20% and increased up to 76% in melanospheres. For
CD44 the increase was even higher with a percentage of positive
cells consisting in 7% going up to 83% in melanospheres. After
confirmation that melanospheres hold a high percentage of both,
CDI133 and CD44 they were exposed to three different
concentrations of IS-MFO08 (9 uM, 17.5 uM and 35 puM). At the
end of the 7thday of culture, the exposure to the compound was
able to significantly prevent melanosphere growth in 15%, 59%
and 70%, respectively. Considering the results, it is possible the
formation of melanospheres with high percentage of CD133 and
CD44 positive cells without the presence of specific medium. In
addition, the melanosphere model is an important tool in the in
vitro study of the cytotoxic potential of new anticancer agents.
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1 INTRODUCAO

O cancer de pele ¢é o tipo de cancer mais comum no Brasil,
representando 30% dos tumores malignos registrados. Neste
grupo, o melanoma € considerado o mais severo e agressivo pela
elevada taxa de metastases e também pelo alto indice de
mortalidade. No Brasil, a estimativa para o ano de 2018 ¢é de
cerca de 6.000 novos casos (INCA, 2018).

O melanoma desenvolve-se nas células responsaveis pela
producao de melanina (melandcitos) e, em fun¢do de metastases,
pode ser encontrado em diversos tecidos e orgdos. Se detectado
nos estagios iniciais, o prognostico para esse tipo de cancer pode
ser considerado bom. Porém, em estagios mais avangados, o
melanoma ¢ resistente aos tratamentos convencionais (GRAY-
SCHOPFER; WELLBROCK; MARALIS, 2007).

Os tratamentos utilizados para combater esta doenca sdo
capazes de induzir a regressdo dos tumores em apenas 5-20 %
dos pacientes (GOGAS; KIRKWOOD; SONDAK, 2007). Neste
sentido, a resisténcia ao tratamento e a recorréncia da doenca
tem sido relacionadas com a sobrevivéncia de um subgrupo de
células denominadas células tronco tumorais (CTT)
(DONNENBERG; DONNENBERG, 2005). As CTT sao
altamente proliferativas, podem auto-renovar-se, iniciar tumores
e diferenciar-se em populacdes heterogéneas (TURKSEN,
2013).

O modelo esferoide tem sido utilizado para o
enriquecimento de CTT in vitro. Neste método, a partir de baixa
densidade celular (20 células/pL), em condigdes flutuantes (ndo-
aderentes) e com a utilizagdo de meio de cultura suplementado
com fatores de crescimento e desprovido de soro bovino fetal,
somente as células com caracteristicas stem-like sdo capazes de
sobreviver e proliferar (FEDER-MENGUS et al., 2008). Neste
contexto, marcadores celulares como o CD133 ¢ o CD44 tém
sido utilizados para a identificagdo de células tumorais com
caracteristicas stem-like (AHRENS et al., 2001; KUMAR et al.,
2016; WELTE et al., 2013).

Como as CTT tem sido associadas a resisténcia e
sobrevivéncia de tumores, bem como com a capacidade de criar
metastases, a avaliacdo do efeito citotoxico de novos agentes
antitumorais sobre esta subpopulagdo de células torna-se
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necessaria para um tratamento mais eficaz (FRANK;
SCHATTON; FRANK, 2010).

Em trabalho anterior, realizado pelo nosso grupo de
pesquisa, o sal de isotiourébnio MFO08 (SI-MF08) apresentou
atividade citotdxica in vitro em células de leucemia e in vivo em
modelo murino de melanoma (indugdo com a linhagem
B16F10), com notavel inibicdo do crescimento tumoral e
aumento da sobrevida dos animais (ASSUNCAO, 2017;
CISILOTTO et al., 2015; FERREIRA et al., 2017).

Portanto, o objetivo deste estudo consiste em desenvolver
um modelo de melanoesfera capaz de aumentar a expressdo de
marcadores associados a CTT, sem a utilizagdo de meios de
diferenciacdo a fim de avaliar a potencial atividade do SI-MFO0S8
frente a esta populagdo de células.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MELANOMA

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, cancer
€ um termo genérico usado para um grande grupo de doengas
caracterizadas por apresentar rapido crescimento de células
anormais e potencial capacidade de invadir partes adjacentes do
corpo e espalhar-se para outros 6rgdos. Atualmente, é a segunda
maior causa de mortalidade no mundo sendo responsavel por
aproximadamente 8,8 milhdes de mortes em 2015 (WHO,
2017).

No Brasil, sdo esperados 600 mil novos casos de cancer
para o ano de 2018. Entre eles, o cancer de pele é o mais
frequente no pais e corresponde a 30 % de todos os tumores
malignos registrados (INCA, 2018).

As neoplasias cutdneas podem ser classificadas em:
cancer de pele ndo melanoma (incluem os subtipos carcinoma de
células basais e carcinoma de células escamosas) e melanoma
(GREINERT, 2009).

O melanoma compreende apenas 3 % dos tipos de cancer
de pele, porém ¢ considerado o mais grave devido a grande
possibilidade de desenvolvimento de metastases, sendo
responsavel por aproximadamente 79 % das mortes por tumores
cutdneos. Para o ano de 2018, sdo estimados cerca de 6.260
novos casos de melanoma (INCA, 2018).

O melanoma ¢ uma neoplasia maligna dos melandcitos,
células derivadas da crista neural, responsaveis pela produgio do
pigmento melanina e estdo presentes em diversos tecidos e
orgaos como a epiderme, epitélio da cavidade nasal, orofaringe,
mucosa oral, olhos, entre outros. Esta neoplasia apresenta
significativa variacdo clinica e histopatologica associadas ao
local de aparecimento e idade (WHITEMAN; PAVAN;
BASTIAN, 2011). A maioria dos casos ocorre na superficie da
pele e caracteristicas atipicas nas manchas da pele como
coloragdo variada, bordas irregulares e assimetria da lesdo
podem ser indicativos de melanoma (TIMAR et al., 2013). O
sistema ABCDE tem sido utilizado na clinica para identificago
de lesdes pigmentadas com possiveis sinais de malignidade.
Neste sistema, A representa assimetria; B bordas irregulares; C
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varia¢do de cor; D didmetro superior a 6 mm e E evolugdo da
lesao (Fig. 1) (CHAIDEMENOS et al., 2008).

Figura 1. Caracteristicas das lesdes de melanoma maligno

D:ametro

Assimetria Bordas Irregulares Cor

BHARL

Fonte: adaptado de Skin Cancer Foundation (2018)

Os fatores de risco para o desenvolvimento de melanoma
cutaneo envolvem a interacdo de componentes tanto genéticos
quanto ambientais. A radiagdo ultravioleta (UV) resultante da
exposi¢do ao sol representa um dos maiores fatores de risco,
pois tem efeitos nocivos através de mecanismos diretos e
indiretos, como mutagdes genéticas, imunossupressao e estresse
oxidativo (SIMOES; SOUSA; PAIS, 2015). Além disso, idade,
sexo, historico familiar e dieta também podem ser fatores de
risco associados a doenca (ARRANGOIZ et al., 2016;
GORDON, 2013).

O melanoma pode ser classificado histopatologicamente
pela alta diversidade morfoldgica em quatro subtipos: melanoma
de dispersao superficial, melanoma nodular, melanoma lentigo
maligno e melanoma lentiginoso acral. Embora o subtipo
histolégico ndo se correlacione diretamente com o
comportamento clinico, a subclasse € importante para o
diagnostico e reconhecimento histopatologico (ARRANGOIZ et
al., 2016; MORENO; CONTE; MENEGAT, 2015;
WHITEMAN; PAVAN; BASTIAN, 2011).

A abordagem terapéutica primdria para o melanoma ¢ a
excisdo cirurgica, que é aproximadamente 100 % eficaz no
tratamento de um tumor precoce. Quimioterapia e terapia
adjuvante, incluindo o uso de modificadores de resposta
bioldgica e vacinas sdo alternativas em casos de tumores mais
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avangados (MAVERAKIS et al.,, 2015; RIGEL; CARUCCI,
2000). Alguns dos tratamentos utilizados incluem a
administragdo de interleucina-2 ou interferon-alfa e
quimioterapia com dacarbazina ou temozolomida, fiarmacos
capazes de induzir a regressdo dos tumores em apenas 5-20 %
dos pacientes (GOGAS; KIRKWOOD; SONDAK, 2007,
RIETSCHEL et al., 2008).

O melanoma ¢ uma doenga extremamente agressiva com
alto potencial metastatico e resisténcia notoriamente alta aos
agentes citotoxicos. Em estagios avangados, por exemplo, o
tempo de sobrevida dos individuos ¢ em média de 6-9 meses. A
alta resisténcia aos agentes citotoxicos pode estar relacionada
aos baixos niveis de apoptose espontanea in vivo em células de
melanoma em comparagdo com outros tipos de células tumorais,
somados a resisténcia a apoptose induzida por farmacos in vitro
(GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007).
Adicionalmente, a resisténcia ao tratamento e a recorréncia da
doenga podem também estar relacionadas com a sobrevivéncia
de um subgrupo de células denominadas células tronco tumorais
(SCHATTON; FRANK, 2008).

2.2 HETEROGENEIDADE TUMORAL

O tumor consiste em um ecossistema complexo
contendo células tumorais e outros tipos celulares como células
endoteliais, células infiltrantes do sistema imune e células
estromais, bem como uma complexa rede de matriz extracelular
que define diferengas espago-temporais no microambiente
tumoral. A heterogeneidade de ambos, tumor e microambiente,
determina a aptiddo do tumor e, como tais, devem ser
considerados fatores cruciais para o sucesso do tratamento
(MARUSYK; ALMENDRO; POLYAK, 2012;
PRASETYANTI; MEDEMA, 2017).

Os diversos tipos de cancer frequentemente apresentam
substancial heterogeneidade intra-tumoral em praticamente
todas as caracteristicas fenotipicas como morfologia celular,
expressdo génica (incluindo a expressdo de marcadores de
superficie celular, fator de crescimento e receptores hormonais),
metabolismo, motilidade, potencial proliferativo, angiogénico e
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metastatico (KRESO; DICK, 2014; MARUSYK; POLYAK,
2010).

Neste contexto, dois modelos foram propostos para
explicar o crescimento do tumor e a heterogeneidade intra-
tumoral (Figura 2). No primeiro modelo (estocastico) todas as
células tumorais sdo equipotentes, mas sdo influenciadas por
fatores intrinsecos (fatores de transcri¢do e vias de sinalizagdo) e
extrinsecos (resposta imune ¢ microambiente). Estas influéncias
sdo imprevisiveis ou aleatorias e resultam em heterogeneidade
na expressdo de marcadores de superficie celular, marcadores
de maturagdo, inicio do ciclo celular e até na capacidade de
iniciacdo do tumor. O principio chave deste modelo € que todas
as células do tumor sdo igualmente sensiveis a agdes aleatorias e
também podem reverter de um estado para outro porque as
influéncias ndo induzem alteragdes permanentes. No segundo
modelo, ao contrario, os tumores sdo organizados
hierarquicamente como tecidos normais, ou seja, indica a
existéncia de classes celulares biologicamente distintas e
funcionalmente diferentes. Desse modo, apenas um subgrupo de
células, chamadas de células tronco tumorais (CTT), contribuem
para a manuten¢do do tumor em longo prazo. Além disso, ambos
os modelos suportam a evolugdo clonal, na qual as células
tumorais acumulam mutagdes genéticas que podem conferir
vantagens que acarretam em maior sobrevivéncia do clone
(BECK; BLANPAIN, 2013; DICK, 2008; VERMEULEN et al.,
2012).
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Figura 2. Modelo de heterogeneidade intra-tumoral.
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(2013)

A heterogeneidade intra-tumoral ¢ encontrada na
maioria dos tumores solidos e foi documentada em uma
variedade de tipos de cancer como cancer de cérebro, mama,
pulmdo, tireoide, bexiga, ovario e cancer gastrointestinal
(ANDOR et al, 2016; AUBELE et al, 1999; COONS;
JOHNSON; SHAPIRO, 1995; KLEIN et al., 2002; LE PENNEC
et al., 2015).

Entre os tipos de tumores sélidos, o0 melanoma destaca-
se por ser um dos mais agressivos, complexos e heterogéneos. A
via de sinalizagdo mais relevante para a transformag@o maligna
do melanoma ¢ a via da proteina cinase ativada por mitdgeno
(MAPK), que estd desregulada em cerca de 80 % dos
melanomas. Cerca da metade dos melanomas t€ém uma mutagio
no gene B-RAF e 15 % a 30 % tém mutacdes no gene N-RAS
(COLOMBINO et al., 2012).

Um estudo de revisdo sistematica mostrou que a
porcentagem de tumores heterogéneos, considerando o genotipo
B-RAF foi de 8,9 % (79 de 973) e que esta taxa relativamente
baixa deve-se ao fato de as mutacdes em B-RAF surgirem cedo
no melanoma e, portanto, estdo presentes na maioria das células
tumorais (GRZYWA; PASKAL; WLODARSKI, 2017,
OMHOLT et al., 2003).

Outro estudo isolou trés areas distintas em 15 amostras
de melanoma nodular e detectou mutagdes em B-RAF e N-RAS
em 47 % e 33 % das amostras, respectivamente. Além disso, em
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36 % dos pacientes foi encontrado discrepancias no estado
mutacional em pelo menos uma 4area do tumor quando
comparado com todo o tumor, evidenciando a presenga de
diferentes populagdes clonais (CHIAPPETTA et al., 2015).

A heterogeneidade intra-tumoral em linhagens celulares
e melanoma primario também foi observada em relacdo a
expressdao génica de diversos marcadores e proteinas como
A2B5, ABCBS, CD34, CD44, CD49B, CD49D, CD49f, CD54,
CD133, CD166, HNK-1, Nestin e Oct % (GRZYWA; PASKAL;
WLODARSKI, 2017).

Do ponto de vista clinico, as principais consequéncias
da heterogeneidade observada em melanoma sdo os obstaculos
no diagndstico e tratamento. Em termos de diagndstico, existe a
necessidade de examinar multiplas bidpsias de cada tumor ja
que uma bidpsia somente pode ndo representar todo o espectro
mutacional do tumor. Ja& em termos de tratamento, a
caracterizacdo de todo o espectro de células tumorais,
comumente exibindo caracteristicas variaveis e distintas, ¢
necessaria uma vez que todas as células tumorais devem ser
mortas para uma terapia bem-sucedida (GRZYWA; PASKAL,;
WLODARSKI, 2017).

Deste  modo, os estagios  pré-clinicos do
desenvolvimento terapéutico devem levar em consideragdo a
heterogeneidade tumoral, ja que conhecer a composi¢do clonal
de cada tumor torna-se uma ferramenta para otimizar as
abordagens terapéuticas.

2.3 CELULAS TRONCO TUMORAIS

Por definigdo, células tronco tumorais sdo células que
apresentam caracteristicas “stem-like”, ou seja, t€m alta
capacidade proliferativa e de auto-renovagdo e ainda podem
diferenciar-se em descendentes heterogéneos que mantém certa
similaridade com o tumor inicial (TURKSEN, 2013). As CTT
foram primeiramente identificadas em 1994 quando
pesquisadores observaram que uma populagdo de células de
leucemia mieloide aguda purificada, expressando marcadores de
superficie  celular  especificos (CD34'CD38"), possuia
capacidade de formar tumores quando injetadas em
camundongos, enquanto outras populacdes de células
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(CD34°CD38" ¢ CD34" ), da mesma amostra, nio possuiam essa
capacidade (LAPIDOT et al., 1994; BONNET; DICK, 1997).

Entre as principais hipoteses que tentam explicar a
aquisi¢do de propriedades “stem- like” por células de um tumor,
duas se destacam (Fig. 3): A primeira baseia-se na
transformacdo maligna de células tronco adultas, ou seja, apenas
as células tronco adultas, pela capacidade de auto-renovacdo e
diferenciacdo, poderiam acumular ao longo do tempo as
alteragdes genéticas e epigenéticas necessarias para conferir
malignidade a uma célula. Além disso, as CTT compartilham
diversas caracteristicas com células tronco adultas como por
exemplo, a habilidade de diferenciacdo e renovagdo, expressdo
de marcadores como o CD133 e também ativacdo de algumas
vias de sinaliza¢do como a Notch (mecanismo de regulagdo que
controla diversos processos de diferenciagdo celular durante o
desenvolvimento embrionario e promove proliferacio em
diversos tipos de cancer, como o melanoma). J4 a segunda
hipotese diz que as propriedades “stem-like” podem ser
adquiridas pelas células tumorais através de um processo de
desdiferenciacdo celular, ou seja, no ambiente tumoral, as
células diferenciadas podem adquirir habilidade de auto-
renovagao via transi¢do epitélio-mesenquimal que confere certa
plasticidade a célula tumoral e, além disso, facilita processos
invasivos como a formagao de metastases (AKBARI-BIRGANI
et al.,, 2016; KUMAR et al.,, 2016; MAROTTA; POLYAK,
2009).

A transigdo epitelial-mesenquimal (TEM) e o processo
reverso, denominado transi¢do mesenquimal-epitelial (TME),
desempenham papéis centrais na embriogénese. Por exemplo,
durante o desenvolvimento embriondrio precoce, a mesoderme
gerada por TEMs desenvolve-se em varios tipos de tecido e, em
seguida, as células mesodérmicas geram orgaos epiteliais, como
o rim e o ovario, através de TMEs (THIERY; SLEEMAN,
2006). Sendo assim, a transi¢do epitelial-mesenquimal tem sido
intimamente associada a aquisicdo de tracos agressivos por
células de carcinoma por estar ligada ao favorecimento dos
primeiros passos da metastase como invasdo local e posterior
disseminacdo de células tumorais para locais distantes
(conferindo motilidade) além de invasividade e resisténcia a
apoptose (MANI et al., 2008; SCHEEL; WEINBERG, 2012)
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Figura 3. Hipoéteses para o aparecimento de células tronco tumorais.

O — 8

Célula tronco Célula progenitora Células diferenciadas (tecido normal)
Alteragdes
genéticas/
B epigenéticas

5" ®— 83

Célula progenitora pré- . ) . . X
Célula tronco maligna Células pré-malignas diferenciadas

pré-maligna (lesdo pré-maligna)
Alteracdes genéticas/
epigenéticas

Desdiferenciacdo celular

Célula tronco Célula progenitora Células tumorais diferenciadas (lesdo
tumoral tumoral maligna)

A) Tecido normal: as células tronco, capazes de auto-
renovacdo e de manutengdo tecidual, podem originar células
progenitoras que irdo se diferenciar de acordo com o tecido. B)
Transformacdo maligna das células tronco ou progenitoras. C)
Desdiferenciagado celular. Fonte: adaptado de Islam et. al. (2015).

Como em um ambiente tumoral diversos subgrupos de
células podem atuar de maneira diferente, tanto a transformacgéao
maligna de células tronco adultas quanto a desdiferenciagéo
celular de células tumorais podem ocorrer simultaneamente.
Além disso, devido a capacidade de iniciar tumores, as CTT
desempenham fungdes importantes em processos como
oncogénese, crescimento tumoral, metastase e recorréncia. A
recorréncia do tumor, por exemplo, esta relacionada a
sobrevivéncia das CTT frente a terapias convencionais
(MAROTTA; POLYAK, 2009).

A frequéncia exata de CTT em uma populagdo celular
ainda ¢ indefinida, porém estudos em diferentes tipos de cancer
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mostram uma vasta variedade que pode ser de 0,03 % - 100 %.
Esta porcentagem, provavelmente, ¢ determinada pelas
caracteristicas particulares da CTT como origem, linhagem e
microambiente tumoral (BOIKO et al., 2010; MAROTTA;
POLYAK, 2009; VISVADER; LINDEMAN, 2008). Porém,
geralmente a frequéncia de CTT em uma populagdo de células é
baixa. No melanoma, por exemplo, esta subpopulacdo ¢
heterogénea e apresenta distintas caracteristicas moleculares que
podem exibir propriedades “stem-like”. Entre os marcadores
utilizados para identifica-la destacam-se o CD133 e o CD44
(KUMAR et al., 2016).

O CDI133 consiste em um marcador proteico
transmembrana presente em células tronco hematopoiéticas,
células endoteliais progenitoras e células tronco neurais. A
expressdo deste marcador esta relacionada com divisdo celular
assimétrica e, em CTT estd relacionada com a capacidade de
auto-renovagdo e principalmente de iniciar tumores (WELTE et
al., 2013). O CD 44 consiste em um receptor transmembrana
que interage com o acido hialurdnico (componente da matriz
extracelular) e em melanoma ¢é associado a progressdo do tumor
e a formagdo de metastases (AHRENS et al., 2001).

24 MODELO ESFEROIDE

O padrio-ouro para avaliar a presenca de CTT ¢é o
transplante de algumas células com caracteristicas stem-like para
camundongos imunocomprometidos. As CTT possuem a
capacidade unica de formar tumores em ensaios de
xenotransplante em série apos a inje¢do de baixo numero de
células e restabelecer, em cada passagem in vivo, a organizagdo
hierarquica e heterogeneidade das células do tumor de origem
(DUAN et al., 2013).

Alternativamente, métodos in vitro foram desenvolvidos
como modelos atrativos para avaliar a capacidade de CTT de
formar tumoresferas quando plaqueadas em baixa densidade
(clonogénico) em condi¢des ndo aderentes (Fig. 4) (FEDER-
MENGUS et al., 2008; WEISWALD; BELLET; DANGLES-
MARIE, 2015). Sendo assim, a formacdo de esferoides a partir
de ensaios tridimensionais (3D) tem sido utilizado para o
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enriquecimento de CTT in vitro e foi primeiramente descrita por
Singh e colaboradores (2003) para tumores cerebrais. No
referido estudo, células tronco tumorais cerebrais foram isoladas
a partir de esferoides livre-flutuantes exclusivamente a partir da
fracdo celular CD133 positiva. (SHEILA K. SINGH, IAN D.
CLARKE, MIZUHIKO TERASAKI, VICTORIA E. BONN,
CYNTHIA HAWKINS, JEREMY SQUIRE; DIRKS, 2003).

Figura 4. Modelo de tumoresfera.
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Tumoresferas sdo formadas por proliferacdo clonal em condigdes de
baixa aderéncia e com meio de cultura caracteristico. Fonte: adaptado
de WEISWALD; BELLET; DANGLES-MARIE (2015)

Inicialmente, a quantificagdo e caracterizacdo de
agregados esféricos flutuantes foram realizadas para células-
tronco neurais normais cultivadas como neuroesferas, nas quais
uma Unica célula é capaz de dar origem a uma esfera por
expansdo clonal (REYNOLDS; WEISS, 1992). A partir de
entdo, o modelo de tumoresfera foi aplicado para diversos tipos
de tumores solidos como mama (PONTI et al., 2005), pulméao
(ERAMO et al., 2008), prostata (COLLINS et al., 2005) e célon
(RICCI-VITIANI et al., 2007).

Em condi¢des ndo-aderentes, células desprovidas de
caracteristica “stem-like” n3o sdo capazes de sobreviver
enquanto que as células com caracteristicas similares as das
células tronco sdo capazes de sobreviver e proliferar apenas por
interagdo célula-célula (MIN et al., 2015). Os métodos para
isolamento e expansdo de CTT como tumoresferas ndo diferem
muito de um tecido tumoral para outro. O primeiro passo requer
a dissociacdo mecanica e enzimatica da amostra de tumor em
suspensdes de células isoladas (essa cultura também pode ser
realizada em linhagens celulares imortalizadas, facilitando a
etapa de dissociagdo). Em seguida, esta suspensdo de células é
cultivada em baixa densidade (WEISWALD; BELLET,;
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DANGLES-MARIE, 2015). Além disso, o meio de cultura é um
componente importante para o cultivo e expansdo de CTT in
vitro. Geralmente, o meio ¢ especifico e isento de soro bovino
fetal, além de ser suplementado com véarios fatores de
crescimento como o fator de crescimento epidérmico (EGF),
fator de crescimento de fibroblastos (bFGF), o suplemento b27,
hidrocortisona, insulina e progesterona. A concentra¢do destes
fatores pode variar para diferentes tipos de células bem como os
respectivos efeitos (CHAICHANA et al., 2006). Por exemplo, a
heparina pode ser utilizada como estabilizador entre a
associacdo do bFGF ao receptor (VENKATARAMAN et al.,
1996). Entretanto, existem células tumorais, junto as quais o
crescimento de CTT em modelo esferoide é possivel com o uso
de soro bovino fetal, sem a adigdo de fatores de crescimento,
demonstrando que a adicdo de meio suplementado pode ser
adaptavel (MIN et al., 2015).

A formagdo de esferoides enriquece seletivamente o
crescimento de CTT, no entanto é importante ressaltar que as
tumoresferas ndo sdo estruturas homogéneas enriquecidas com
células indiferenciadas, mas compreendem uma gama de
entidades morfologicamente  distintas que apresentam
heterogeneidade molecular inter e intra estrutural, incluindo a
expressdao  variavel de marcadores de diferenciacdo
(VERMEULEN et al., 2010).

Uma melhor compreensdo da fisiologia das CTT pode
explicar as diferentes respostas dos pacientes as terapias
antineoplasicas, além de proporcionar uma visdo aprimorada do
ciclo de vida das células tumorais. Deste modo, o cultivo de
CTT utilizando ensaios tridimensionais (3D) podem mimetizar o
crescimento tumoral in vitro, ja que sdo capazes de aumentar a
expressdo de genes associados a caracteristica tronco.

2.5  SAIS DE ISOTIURONIO

Os sais de isotiourdnio formam uma importante classe
de compostos com atividades biologicas distintas tais como
antinflamatoria (TRANI et al., 1989; VENKATACHALAM et
al., 2003), antiviral (VENKATACHALAM; MAO; UCKUN,
2004), herbicida (SALAMA et al.,, 2015), antibacteriana
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(BADAWI;, AZZAM; MORSY, 2006, COHEN et al., 2016;
TAIT et al., 1988) e antitumoral (KORONKIEWICZ et al.,
2012, 2015).

Em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de
pesquisa, foi observado que os sais de isotiurénio sdo capazes de
reduzir a expressdo do oncogene N-RAS em melanoma, além de
diminuir a proliferagdo e migracdo celular e ainda levar as
células a apoptose (CISILOTTO et al., 2015). Além disso, o
brometo de (Z)-2- (isotioureidometil)-2-pentenoato de metila
(SI-MFO08) apresentou, entre outros compostos Sl-derivados
estudados, a menor concentragdo citotoxica para 50 % das
células (CC50) e o maior indice de seletividade para células de
leucemia, causando alteragdes celulares que sugerem morte por
bloqueio de ciclo celular na fase G2/M, seguido por apoptose
(FERREIRA et al., 2017). Na continuidade do estudo, em
avaliacdes in vivo, foi observado que o composto SI-MFO0S8
inibiu o crescimento de tumores subcutaneos de melanoma em
camundongos C57JBL/Unib, apresentando efeitos antitumorais
além de aumentar a taxa de sobrevida dos animais
(ASSUNCAO, 2017).

No intuito de prospectar novas moléculas para o tratamento
de cancer, que possam atuar mais efetivamente e eventualmente
de maneira a evitar recidivas da doenga, este projeto, através do
uso da criagdo de um modelo de melanoesfera, propde a
avaliacdo da atividade do SI-MF08 sobre a populagdo de células
tronco tumorais da linhagem de melanoma murino B16F10.
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3 OBJETIVOS
3.1  Objetivo Geral

Desenvolver o modelo de melanoesfera e avaliar o efeito
citotoxico do sal de isotiour6nio MF08 (SI-MF08) sobre a
populacdo de células tronco tumorais.

3.2 Objetivos especificos

* Definir as condi¢cdes de cultura para o modelo de
melanoesfera da linhagem B16F10.

e Avaliar in vitro o padrao de expressdo dos marcadores
de superficie CD133, CD44.

* Verificar in vitro o efeito citotoxico do sal de
isotiouronio MFO8 sobre a linhagem B16F10 em
modelo de melanoesfera.

e Avaliar in vitro o padrao de expressdo dos marcadores
de superficie CD133, CD44 da linhagem B16F10 apds
o tratamento com o sal de isotiourébnio MF08 em
modelo de melanoesfera;

* Estabelecer uma cultura primaria a partir de melanoma
induzido em camundongos C57BL/6]J/Unib com
perspectivas de aprimorar o modelo de
melanoesfera.
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4 METODOLOGIA
4.1 Reagentes

O meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM), soro fetal bovino (SFB), penicilina, estreptomicina,
acido N- [2-Hidroxietil|piperazina-N’-[2-etanosulfonico]
(HEPES) e a tripsina foram adquiridos da Gibco® (Grand
Island, NY, EUA); o 4'-6-diamino-2-fenilindol (DAPI), azul de
tripano e o tetroxido de 6smio foram adquiridos da Sigma® (St.
Louis, MO, USA); a agarose foi obtida da Ludwig Biotec Ltda —
BR, o hexametildisilazano (HMDS) foi obtido da SPI-chem®
(West Chester, PA, EUA), os anticorpos policlonais primarios
anti-CD44 e anti-CD133 foram obtidos da Abcam (Cambridge,
UK) e o anticorpo secundario anti-IgG conjugado ao
fluorocromo Alexa488 foi obtido da Invitrogen®(California,
EUA).

4.2  Cultura Celular

A linhagem de melanoma murino B16F10 foi obtida do
banco de células do Rio de Janeiro. As células foram cultivadas
em meio Dulbecco Modified Eagles's Medium (DMEM)
suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino (SFB), 100 U/mL
de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina ¢ 10 mM de tampao
HEPES e mantidas em garrafas plasticas de cultura incubadas
em estufa a 37°C e atmosfera com 5% de didxido de carbono
(CO2). Ao atingirem 80 % de confluéncia, as células foram sub-
cultivadas através da dissociagdo enzimatica utilizando tripsina
0,25 % durante 5 minutos a 37 °C. Para a realizacdo dos ensaios,
as células foram contadas em camara de Neubauer utilizando o
corante Azul de Tripano sendo possivel diferenciar as células
viaveis das ndo viaveis. O corante ¢ internalizado por células
que apresentam a membrana plasmatica rompida, corando-as de
azul. Somente as culturas que apresentaram mais de 95 % de
viabilidade (ndo coradas) foram utilizadas. O tempo de
incubacdo e o numero de células plaqueadas foram apropriados
para cada experimento.



40

4.3 Padronizacio do modelo de melanoesferas
4.3.1 Formagdo das melanoesferas

Inicialmente, foram testados trés diferentes volumes de
gel de agarose 2 % (m/v), a fim de obter a melhor condic¢do para
formacdo dos esferoides. A agarose em po foi dissolvida em
agua destilada na concentragdo final de 2 % e solubilizada em
banho-maria a temperatura de 87 °C. Apos solubilizagdo, o gel
foi transferido para placas de 96 pogos, nos volume de 30, 40 e
50 uL/pogo. Posteriormente, as placas contendo o gel de agarose
foram esterilizadas por radiagdo UV durante 30 minutos em
cabine de seguran¢a biologica ¢ mantidas em incubadora a 37
°C por mais 30 minutos para completa gelificagdo. Em seguida,
as células B16F10 foram plaqueadas numa baixa densidade
celular (300 células/em” — 100 células/pogo) em meio DMEM
suplementado com 10% SFB. Apds o plaqueamento, as células
foram incubadas em estufa a 37 °C e atmosfera com 5 % CO2
durante 7 dias. No quarto dia, metade do volume do meio celular
foi retirado e substituido por meio fresco. Além disso,
fotografias foram feitas em microscopio de luz Nikon Eclipse
TS100 (aumento de 100x) no quarto e sétimo dia de cultivo.
Apbs os sete dias, as melanoesferas foram recolhidas para
analise.

4.3.2  Viabilidade celular

A avaliagdo da viabilidade celular das melanoesferas foi
realizada pelo método de exclusdo por Azul de Tripano. Apds
sete dias de cultivo, os esferoides foram transferidos para
microtubos, lavados com PBS 1x e dissociados
enzimaticamente com tripsina 0,25 % por 5 minutos a 37 °C. As
células dissociadas foram centrifugadas a 800x g por 10
minutos. O pellet formado foi suspenso com meio de cultura
DMEM e corado com Azul de Tripano. A contagem de células
totais, viaveis e inviaveis foi realizada em camara de Neubauer e
os valores foram transformados em porcentagem de células
viaveis e inviaveis.
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4.3.3 Tamanho da melanosfera

O crescimento das melanoesferas foi avaliado através
das medidas de area em umz de cada esferoide no quarto e
sétimo dia de cultivo. Os esferoides foram fotografados em
microscopio de luz Nikon Eclipse TS100 pelo software
ScopePhoto 3.0 no aumento de 100x e a area foi medida pelo
software ImageJ através do delineamento do contorno esferoide.

4.3.4 Morfologia da melanosfera

As melanoesferas formadas nos diferentes volumes de
agarose 2 % testados foram analisadas morfologicamente por
microscopia eletronica de varredura. Para esta metodologia, as
melanoesferas foram transferidas para microtubos, lavadas com
PBS 1x e fixadas durante 30 minutos com solugdo de
paraformaldeido 4 % + glutaraldeido 2,5 %. A etapa de fixacdo
foi seguida por recobrimento com tetroxido de dsmio por uma
hora, lavadas com agua destilada e desidratadas com 4lcool
etilico por 10 minutos em concentragdes crescentes de 80 %, 90
%, 96 % e 100 %. As melanoesferas foram entdo incubadas com
hexametildisilazano (HMDS), diluido em alcool absoluto (1:1),
por 15 minutos seguido de duas novas incubagdes de 15 minutos
cada com HMDS puro. Posteriormente, as melanoesferas foram
transferidas para uma membrana de carbono adesivo e mantidas
em dessecador até completa evaporacdo, recobertas com
particulas de ouro e analisadas no microscopio de varredura
JEOL JSM-6390LV Scanning Electron Microscope disponivel
no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME-
UFSC).

4.4 Avaliacdo de marcadores de superficie
4.4.1 Microscopia Confocal

A expressdo de CD133 e CD44 foi observada por
microscopia confocal tanto em melanoesferas quanto em células
crescidas em monocamada (2D). Apds sete dias de cultura, as
melanoesferas foram recolhidas, lavadas com PBS e fixadas
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com paraformaldeido 2 %. As células de cultura 2D de B16F10
foram dissociadas com tripsina 0,25 % (10 min, 37 °C),
centrifugadas durante 10 min a 800 x g e plaqueadas em placa
de cultura de 35 mm especifica para microscopia confocal, com
lamina no fundo. Tanto as melanoesferas quanto as células em
2D foram incubadas com PBS contendo 5 % de SFB durante 30
min e incubadas overnight a 4°C com o anticorpo policlonal
primario CD44 (1:100 em PBS) e CD133 (1:100 em PBS).
Posteriormente as melanoesferas e as células foram lavadas e
incubadas com o anticorpo secundario anti-IgG conjugado ao
fluorocromo Alexa-488 (1:400 em PBS — excitagdo 490 nm) no
escuro durante uma hora. Entdo, o anticorpo secundario
conjugado ao fluorocromo foi removido e os nucleos celulares
foram corados com DAPI (1:1000 em PBS — excitacdo 405 nm)
a temperatura ambiente durante 10 min no escuro. O controle
negativo foi composto por células marcadas apenas com
anticorpo secundario conjugado ao fluorocromo Alexa-488 para
identificar a fluorescéncia de fundo. As melanoesferas foram
analisadas em microscopio confocal Leica DMI6000 B e as
imagens obtidas foram analisadas no software LAS AF Lite.

4.4.2 Citometria de Fluxo

A porcentagem de células que expressam CD133 e CD44
foi avaliada tanto em melanoesferas quanto em células em
monocamada. As melanoesferas (ap6s sete dias de cultura) e as
células B16F10 foram dissociadas com tripsina 0,25 % (10 min,
37 °C) e centrifugadas durante 10 min a 800 x g. Para cada
condi¢do foram recolhidas aproximadamente 30 melanoesferas.
Ap6s centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado, o sedimento
foi fixado com paraformaldeido 2 % (20 min a 25 °C) e
incubado com PBS contendo 5 % de FBS durante 30 min.
Posteriormente, as células foram lavadas com PBS apos nova
centrifuga¢do e separadas em quatro tubos (branco, controle
negativo, CD44 ¢ CD133). Ambos os tubos, correspondentes a
CD44 e CDI133, foram incubados overnight a 4 °C com
anticorpos policlonais primarios anti-CD44 (1:100 em PBS) e
anti-CD133 (1:100 em PBS), respectivamente. Em seguida, as
células foram lavadas e incubadas com anti-IgG conjugado ao
fluorocromo Alexa-488 (1:400 em PBS) no escuro durante uma
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hora. O controle negativo foi composto por células marcadas
apenas com anti-IgG conjugado ao fluorocromo para identificar
a fluorescéncia de fundo. Tipicamente, foram analisadas 10.000
células por amostra. A aquisi¢do foi realizada em citometro de
fluxo FACS Canto II (BD Biosciences) e analisada no software
Flowing 2.5. No Apéndice B encontra-se o modelo de dot¢
plots e histograma representativos das analises realizadas.

4.5 Tratamento com SI-MF08
451 Composto

O sal de isotiurénio MF08 (IS-MFO08) foi sintetizado
pelo Dr. Misael Ferreira e fornecido pelo Professor Dr. Marcus
Mandolesi Sa do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina (Figura 5).

Figura 5. Estrutura do sal de isotiuronio MF08.
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4.5.2 Condigoes de incubagdo das melanoesferas

As células B16F10 foram plaqueadas em baixa
densidade celular (300 células/cmz) em placa de 96 pogos
revestida com 30 pL de gel de agarose 2 %. Apds quatro dias de
incubacdo, metade do volume de meio celular (100 ul) foi
substituido pelo mesmo volume de meio novo (DMEM + 10%
SFB) contendo diferentes concentragdes de SI-MF08 (9, 17,5 ¢
35 uM). Apos a exposi¢do ao composto, as melanoesferas foram
incubadas por 72 h a 37 °C e atmosfera com 5% CO2 (sete dias
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de cultivo). O controle negativo (CN) foi composto por
melanoesferas que ndo foram expostas ao composto.
4.5.3  Viabilidade celular

A viabilidade celular foi realizada conforme descrito no
item 4.3.2.

4.5.4 Tamanho da melanosfera

O crescimento das melanoesferas foi avaliado conforme
descrito no item 4.3.3

4.5.5 Avaliacdo de marcadores de superficie

A quantificag@o de células positivas para CD133 e CD44
apos exposicao ao SI-MFOS foi realizada por citometria de fluxo
conforme descrito no item 4.4.2

4.6 Cultura primaria de células tumorais retiradas de
tumores induzido por células B16F10.

4.6.1  Aspectos éticos

(0] protocglo experimental foi previamente aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFSC sob o
nimero PP00892.

4.6.2  Animais

Para o0 modelo de inducdo de tumor foram utilizados
camundongos isogénicos C57BL/6J/Unib fémeas com
aproximadamente 8-10 semanas de idade e peso de 20 + 2 g,
obtidos no Biotério da Universidade Estadual de Campinas —
UNICAMP (Sao Paulo). Os animais foram alojados em gaiolas
de plastico (15%x36%30 cm) forradas com serragem, substituida a
cada trés dias para manutengdo e higiene das gaiolas. Os animais
foram mantidos em gaiolas com livre acesso a agua e comida,
em ambiente com temperatura de 20 + 1°C e ciclo claro/escuro
de 12 horas.
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4.6.3 Modelo de indugdo de tumor

As células B16F10 mantidas em cultura foram
tripsinizadas e injetadas por via subcutinea no dorso dos

animais na densidade de 5%10° em um volume de
aproximadamente 100 pL de solugdo fisiologica estéril
(OVERWIIK; RESTIFO, 2001). Os animais foram monitorados
até crescimento tumoral no espaco subcutineo. Apds
crescimento, os animais foram anestesiados ¢ eutanasiados e o
tecido tumoral foi coletado, mantido em criotubo contendo meio
de congelamento (DMEM suplementado com 50 % SBF + 10 %
DMSO) e armazenado em nitrogénio liquido até o
processamento.

4.6.4  Cultura celular primaria a partir de tecido tumoral
congelado

Apos descongelamento, o tecido tumoral foi lavado
uma vez com PBS e macerado para a obtencdo de pequenos
pedacos. Para a completa dissociagdo do tecido, o contetido
previamente macerado foi incubado com tripsina 0,25 %, a 37
°C por 10 minutos. A solu¢do contendo as células foi entio
centrifugada a 800 x g por 10 minutos e, apos centrifugagdo, o
pellet foi suspenso em DMEM + 20% SBF e transferido para
placa de 12 pogos. Durante os sete primeiros dias de cultura, as
células foram tratadas com 20 mg/mL de ciprofloxacino para
eliminar contaminag¢des provenientes do momento da coleta.
Apos descontaminagdo, as células foram mantidas em placa até
a observacdo de pequenas colonias e sO entdo foram
tripsinizadas e transferidas para garrafas plasticas de cultura
contendo meio DMEM 10 % SBF.

4.6.5 Formagao dos esferoides

As células obtidas apds o estabelecimento da cultura
primaria foram plaqueadas em baixa densidade celular (300
células/cm’= 100 células/pogo) em placa de 96 pogos revestida
com 30 pL de gel de agarose 2 %, como descrito no item 4.3.1
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4.6.6  Viabilidade celular

A viabilidade celular foi realizada conforme descrito no
item 4.3.2.

4.6.7 Tamanho das melanoesferas

O crescimento das melanoesferas foi avaliado conforme
descrito no item 4.3.3

4.7  Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio-
padrio e os experimentos foram realizados em duplicata ou
triplicata. Para a andlise estatistica foi utilizado o programa
Graphpad Prism® utilizando o teste t-Student ou a andlise de
variancia ANOVA de uma via, seguido do pods-teste Tukey.
Resultados com p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.
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5 RESULTADOS
5.1 Padronizac¢io do modelo de melanoesferas

Os modelos de formagdo de esferas para estudos de
células tronco tumorais apresentam diversas variagdes
metodologicas entre si, tais como: composi¢do e volume do
meio, densidade celular, arca de crescimento e duragdo da
cultura celular (CHAICHANA et al., 2006). Baseados em estudo
prévio realizado por nosso grupo de pesquisa (SALEH, 2017),
em que o gel de agarose 2 % foi utilizado para impedir a adesdo
celular e favorecer a formagdo de esferas, neste trabalho foi
avaliada inicialmente a capacidade de formagdo de esferoides da
linhagem de melanoma B16F10 em diferentes volumes do gel
de agarose 2 % (30, 40 e 50 pl) e em baixa densidade celular.

Baseando-se nos dados da Tabela 1 e da Figura 6, foi
possivel observar que a linhagem B16F10 foi capaz de formar
pequenos esferoides (1 esferoide/100 células) apos quatro dias e
de manter-se em cultura até o sétimo dia nos trés volumes de gel
de agarose 2 % testados: 30, 40 e 50 pL, respectivamente. Foi
também observado um aumento significativo na area dos
esferoides medidos no 7° dia quando comparado ao 4° dia de
cultivo (Fig. 7A).

Tabela 1. Area das melanoesferas em fungdo do volume de gel de
agarose 2 % e do tempo de cultivo

Volume de gel de  Area dos esferoides  Area dos esferoides

agarose 2% no 4° dia (um?) no 7° dia (um?)
30 34100 + 7230 146460 + 38240
40 27500 + 4220 100260 + 21500
50 23200 + 3520 78000 £ 23250

Valores expressos em média + desvio padrao, n=3.

Quando analisados individualmente, é possivel observar
que os esferoides formados em 30 plL de gel de agarose 2 %
apresentam uma area significativamente maior em comparagao
aos outros volumes tanto no 4° (Fig. 7B) como no 7° (Fig. 7C)
dia de cultivo.



48

Figura 6. Melanoesferas obtidas em fungdo do volume de gel de
agarose 2 % e do tempo de cultivo.

Quarto dia Sétimo dia

30 uL

40 uL

50 uL

Imagens representativas das melanoesferas obtidas por microscopia
otica no quarto e sétimo dia de cultivo nos diferentes volumes de
agarose 2 % testados. Barra de escala: 100 pm, magnificagao 100 x.
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Figura 7. Area das melanoesferas no quarto e sétimo dia de cultivo.
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Volume de Agarose 2% (ulL) Volume de Agarose 2% (uL)
Representagdo grafica da area das melanoesferas: A) Comparagao entre
o quarto e o sétimo dia de cultivo nos trés volumes de gel de agarose 2
% testados. Teste estatistico t-student pareado. B) Representagdo
grafica da area do esferoide obtida no quarto dia. Teste estatistico
ANOVA de uma via seguido do pos-teste Tukey. C) Representacio
grafica da area do esferoide obtida no sétimo dia. Teste estatistico
ANOVA de uma via seguido do pos-teste Tukey. **(p<0,001)
**%*(p<0,0001), n= 3.

Em seguida, foi realizado o ensaio com Azul de Trypan
para determinar a taxa de viabilidade das células presentes no
modelo de cultura tridimensional. Os esferoides formados nos
diferentes volumes de gel de agarose 2 % (30, 40 e 50 puL) foram
capazes de manter alta viabilidade celular com 96 %, 92 % e 88
% em cada condi¢do, respectivamente (Fig. 8). Nado houve
diferenca significativa entre os volumes testados, entretanto é
possivel observar uma tendéncia na diminui¢cdo da viabilidade
conforme aumenta-se o volume do gel.
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Figura 8. Viabilidade celular das melanoesferas.
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Representagao grafica da viabilidade celular nos diferentes volumes de

gel de agarose 2 % testados. Teste estatistico ANOVA de uma via. n =
3

Pelo método de Azul de Trypan também foi possivel
quantificar o nimero de células totais (viaveis + ndo vidveis) por
esferoide nos trés volumes de gel de agarose 2 % (Tabela 2).
Foi observado que os esferoides formados em 30 pL de gel
apresentaram maior numero de células em relacdo aos esferoides
formados em 40 e 50 pL. Esses achados complementam os
resultados vistos na medida da area, indicando que a maior area
observada na melanoesfera formada em 30 puL ¢é proporcional ao
numero de células .

Tabela 2. Nimero de células totais em func¢do do volume de gel de
agarose 2 %

Vol. gel de N° de células N° de células ndo-
agarose (pL) viaveis/melanoesfera viaveis/melanoesfera
30 6800 + 1000 265 +20
40 2900 + 730 160 £ 90
50 2050 + 680 200 + 20

Valores expressos em média + desvio padrao, n=3.

Por fim, para analisar a superficie do esferoide em cada
condig¢do, foram obtidas imagens por microscopia eletronica de
varredura, em que foi possivel observar interagdes célula-célula
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e potenciais diferengas morfologicas decorrentes dos diferentes
volumes de gel de agarose 2 % (Figura 9).

Figura 9. Morfologia superficial das melanoesferas.

30 pl

LCME-UFSC

X230 100pm LCME-UFSC MY LCME-UFSC
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BXV. . X1,500. 10pmw
Micrografias representativas das melanoesferas formadas ap6s sete dias
de cultivo em 30, 40 e 50 puL de gel de agarose 2 %, apresentados em
diferentes aumentos. Imagens obtidas por microscopia eletronica de
varredura. Magnificagdes utilizada: 50%, 230x e 1,600%

E possivel observar que ao final do sétimo dia de
cultura, os esferoides apresentaram diferentes morfologias
superficiais nas trés condi¢cdes testadas. As melanoesferas
obtidas com 30 e 40 pL apresentam superficie mais rugosa,
sendo possivel a identificacdo das células isoladamente devido a
fraca/limitada  adesdo celular. Em  contrapartida, as
melanoesferas formadas com 50 pL. apresentam superficie mais
lisa e que ndo permite a identificagdo das células, sugerindo uma
maior ades@o e compactagdo celular.

Portanto, em fungdo dos resultados obtidos pelos
ensaios de viabilidade, quantificagdo e morfologia celular, o
volume de 30 uL de gel de agarose 2 % tem mostrado ser a
condi¢do ideal para a o modelo de melanoesfera, por formar
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esferoides com um grande numero de células e alta viabilidade
celular quando comparado aos outros volumes. Assim sendo, 0s
demais experimentos foram realizados utilizando 30 pL de gel
de agarose 2 % para o revestimento da placa.

5.2  Avaliacdo de marcadores de superficie associados com
CTT

Para investigar se a formacdo de melanoesferas nas
condi¢des empregadas foi capaz de enriquecer a populagido de
células com caracteristicas stem-like, dois marcadores de
superficie associados com o perfil visto em células tronco
tumorais foram escolhidos: CD133 e CD44. Através de imagens
obtidas por microscopia confocal foi possivel identificar células
CD133 e CD44 positivas em cultura em monocamada (2D) de
B16F10 (setas laranja) (Fig. 10), bem como em melanoesferas
(Fig. 11).
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Figura 10. Visualizagdo da presenca e marcadores de superficie
associados com CTT em B16F10.
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Imagens obtidas por microscopia confocal de cultura em monocamada-
2D: Marcagdo nuclear com DAPI (azul); Controle (Alexa 488); Células
CD133 positivas (verde); Células CD44 positivas (Vermellho). Barra

de escala: 50 um. Magnificagdo: 100 X
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Figura 11. Visualizagdo da presenca de marcadores de superficie
associados a CTT em melanoesferas.
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Imagens representativas de projegcdes maximas obtidas por microscopia
confocal de melanoesferas: Marcacdo nuclear com DAPI (azul);
Controle (Alexa 488); Células CD133 positivas (verde); Células CD44
positivas (Vermelho). Barra de escala: 50 um. Cortes de 1 um.

Posteriormente, a quantificagdo de células CD133 e
CD44 positivas em cultura 2D de B16F10 ¢ em melanoesferas
(3D) foi realizada por citometria de fluxo (Fig. 12A). A analise
foi realizada com aproximadamente 30 melanoesferas por
condig¢do.

Como observado na Figura 12B, 20 % das células
foram positivas para CD133 em cultura 2D, enquanto que em
melanoesferas a porcentagem de células positivas aumentou
para 76 %. O mesmo ocorreu com as células CD44 positivas, em
que 7 % da populagdo foi positiva em cultura 2D e em
melanoesferas a porcentagem aumentou para 83 % (Fig. 12C).
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Figura 12. Quantificagdo de células CD133 e CD44 positivas.
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A) Histogramas representativos da quantificagdo de células CD133 e
CD44 marcadas com Alexa Fluor 488. Cultura em monocamada de
B16F10: controle (I), CD133 (II) e CD44 (III) e de Melanoesferas:
controle (IV), CD133 (V) e CD44 (VI). B) Representacdo grafica da
quantificagdo de CD133. C) Representagdo grafica da quantificacdo de
CD44.

5.3 Investigacio da atividade antitumoral do SI-MF08 em
melanoesferas

Apos a confirmagdo de que o modelo de melanoesfera ¢é
capaz de aumentar a porcentagem de células CD133 e CD44
positivas, foi iniciada a avaliagdo da atividade antitumoral do sal
de isotiour6nio MF08.

Apos quatro dias de incubacdo, as melanoesferas foram
expostas a trés concentragdes diferentes de SI-MFO08 (9 uM,
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17,5 uM e 35 uM) e incubadas novamente por mais trés dias até
que se completasse sete dias de cultivo. O controle negativo foi
composto por melanoesferas que ndo foram expostas ao SI-
MF08. Como visto na Figura 13, ao final do sétimo dia, ¢é
possivel notar diferencas de tamanho entre as melanoesferas
controle as melanoesferas que foram expostas ao composto.

Quando comparadas a area do sétimo dia com a do quarto
dia de cultura, é possivel observar um aumento significativo
(p<0.0001) na area no controle (Fig. 14A) e em proporcdes
menores que no controle conforme o aumento da concentracio
do composto, nos esferdides expostos a 9 uM (Fig. 14B) e 17,5
uM (Fig. 14C). No entanto, a exposi¢do a 35 pM de SI-MF08
impediu quase completamente o aumento da area do esferdide
(Fig. 14D).

Figura 13. Melanoesferas obtidas apos exposi¢ao ao SI-MFO08

Quarto dia Sétimo dia

Controle

Imagens representativas das melanoesferas obtidas por microscopia
otica no quarto e sétimo dia de cultivo apds exposi¢do a diferentes
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concentragdes de SI-MFO0S. Barra de escala: 100 pum, magnificagdo
100x.

Figura 14. Efeito do SI-MF08 em melanoesferas no quarto e sétimo
dia de cultivo.
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Representagio grafica das dreas (um’) das melanosferas apds exposicio
ao SI-MFO08 por quatro e sete dias de cultivo: A) controle B) 9um de
SI-MF08. C) 17,5um de SI-MF08. D) 35um de SI-MFO0S8. Teste
estatistico t-student pareado. **** (p <0,0001) *** (p <0,001).

Adicionalmente, ao final do sétimo dia de cultura, a
exposi¢cdo a 9 uM, 17,5 uM e 35 uM de SI-MFOS foi capaz de
inibir significativamente o crescimento das melanoesferas em 15
%, 59 % e 70 %, respectivamente (Fig. 15A). Em relagdo a
viabilidade celular, o grupo controle e o grupo exposto a 9 uM
de SI-MFO08 apresentaram alta porcentagem de células vidveis
(93 % e 87 %, respectivamente). Por outro lado, as maiores
concentragdes do composto apresentaram menor porcentagem
de células viaveis, sendo 60 % para os esferdides incubados com
17,5 uM e apenas 8 % para os incubados com 35 pM de SI-
MFO08 (Fig. 15B).
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Figura 15. Viabilidade e efeito do SI-MF08 em melanoesferas no
sétimo dia de cultivo.
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Representacdo grafica de: A) Area das melanoesferas no sétimo dia de
cultivo. Teste estatistico ANOVA de uma via seguido do pos-teste
tukey. B) Porcentagem de células viaveis e ndo vidveis. **** (p
<0,0001) *** (p <0,001)

Considerando o numero total de células (Tabela 3), pode-
se observar que os esferdides controle e os expostos a 9 uM do
composto, exibiram maior numero de células por melanoesfera
enquanto que os expostos a 17,5 uM e 35 uM de IS-MFO08
apresentaram aproximadamente 2000 células/melanoesfera.
Esses resultados corroboram com o que foi encontrado nas
medidas de area das melanoesferas.

Tabela 3 Numero de células totais apds exposicdo a diferentes
concentragdes de SI-MF08

Células viaveis/ Células ndo viaveis/  Total

melanoesfera melanoesfera
Controle 7778 622 8400
9 uM 6595 985 7580
17,5 uM 1200 800 2000
35uM 185 1815 2000

Por fim, quanto a presenca de células CD133 e CD44
positivas, a andlise por citometria de fluxo (Fig. 16) mostrou que
a porcentagem de células positivas permaneceu alta,
representando 83 %, 90 % e 96 % para CD133 (Fig. 16B) ¢ 74
%, 73 % e 97 % (Fig. 16C) para CD44 apds incubagdo com 9
uM, 17,5 uM e 35 uM de SI-MFO08, respectivamente. Como
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visto anteriormente, as melanoesferas na auséncia do composto
apresentaram 76 % e 83 % de células positivas para CD133 e
CD44, respectivamente.

Figura 16. Quantificagdo de células CD133 e CD44 positivas apos
exposicao a SI-MF08.
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A) Histogramas representativos de quantificagdo de células CD133 e
CD44 positivas marcadas com Alexa Fluor 488 apos exposi¢do a
diferentes concentragdes de SI-MFO08. B) Representacdo grafica, em
porcentagem, da quantificacdo de células CDI133 positivas apos
exposi¢do a diferentes concentragdes de SI-MF08. C) Representagao
grafica, em porcentagem, da quantificagdo de células CD44 positivas
apos exposicdo a diferentes concentragdes de SI-MF08.

5.4 Obtenc¢io de melanoesferas a partir de cultura
primaria

O modelo de cultura primaria (CP) a partir de tecidos
tumorais tem sido utilizado em pesquisa por apresentar
vantagens como controle das condi¢des da amostra e cultura,
além de semelhangas com o tecido de origem, sendo capaz de
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reproduzir a heterogeneidade do mesmo. Além disso, os
modelos de cultura primaria evitam possiveis variagdes
fenotipicas que podem acontecer com a passagem de células em
culturas imortalizadas ao longo do tempo (WELTE et al., 2013).

Neste estudo, as culturas primarias foram produzidas a
partir de tecido tumoral de camundongos C57BL/6J/Unib
crescido apos inje¢do de células de melanoma B16F10. Apds
crescimento tumoral, os animais foram anestesiados e
eutanasiados e o tecido tumoral foi coletado. O tecido foi
mantido em criotubo contendo meio de congelamento e
armazenado em nitrogénio liquido até o processamento. A
Figura 17 representa uma linha do tempo com os principais
eventos entre o descongelamento e o estabelecimento da cultura
primaria, bem como as imagens obtidas em tempos crescentes
de cultivo.

Figura 17. Linha do tempo do estabelecimento da cultura primaria.

Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 24
1 1 1 1
' ' : :
: Tratamento com antibiotico 1 : :
) 1 Ll 1
Descongelamento Aparecimento de pequenos Transteréncia para garrata Cultura estabelecida
(A) grupos de células de cultura (D)
(B) (€)

Micrografias obtidas por microscopia de luz representativas do
crescimento da cultura primaria. A) Dia 0, descongelamento. B) Dia 7,
surgimento de grupos de células. C) Dia 14, transferéncia da cultura
para garrafas. D) Dia 24, estabelecimento da cultura primaria
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Logo apdés o descongelamento, € possivel observar
muitos restos celulares e hemacias (Fig.15A). Durante a
primeira semana de cultivo foi realizado tratamento com
antibidticos ¢ ao final dos sete primeiros dias foi possivel a
visualizacdo de pequenos grupos de células (Fig.15B). A cultura
seguiu em placa por mais sete dias com a troca de meio sendo
realizada quando necessario. Apds a transferéncia para garrafas
plasticas, a cultura celular apresentou um crescimento com
caracteristica de formagdo de colonia (pequenos grupos de
células) e morfologia celular semelhante 8 B16F10, como pode
ser observado na Figura 15C. O estabelecimento da cultura,
ocorreu ap6s 24 dias de cultivo em que foi possivel observar a
confluéncia celular (Fig. 15D).

Apbs esta etapa, foi realizado o ensaio de formagdo do
esferoide em condigdes ndo aderentes com 30 pl de gel de
agarose 2% em baixa densidade celular, como determinado
anteriormente (Fig. 16A). O tamanho do esferoide esta
representado na Figura 16B através da medida da area em umz
em que € possivel observar um aumento de aproximadamente 4
x na 4rea dos esferoides medidos no 4° dia quando comparado
ao 7° dia de cultivo, indicando uma alta taxa de proliferagdo
celular.
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Figura 18. Crescimento das melanoesferas obtidas a partir de cultira
primaria.

A
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Imagens representativas de: A) melanoesferas no quarto (esquerda) e
sétimo (direita) dia de cultivo. B) Representagdo grafica da medida de
area em pm’ das melanoesferas no quarto e sétimo dia de cultivo. Barra
de escala: 100 pm. Magnificagdo: 40%. Teste estatistico t-student
pareado. **** (p <0,0001)

Em seguida, foi realizado o ensaio de viabilidade
celular por coloracdo com Azul de Trypan. Os esferoides de
cultura primaria apresentaram alta viabilidade, com 96 % de
células viaveis. Além disso, também foi possivel quantificar o
nimero de células totais (vidaveis + ndo-vidveis) por
melanoesfera (Tabela 4).

Tabela 4. Quantificacdo do nimero de células por melanoesfera

Nimero de células Numero de células ndo- Total
viaveis/melanoesfera viaveis/melanoesfera

8156 312 8468




63

A analise morfologica da superficie do esferoide através
de microscopia eletronica de varredura também foi realizada
(Fig. 19). E possivel observar que ao final do sétimo dia, os
esferoides apresentam-se bem delineados e firmes. Além disso,
nota-se que as células sdo bem visiveis individualmente e
encontram-se justapostas evidenciando interagdes célula-célula.

Figura 19. Andlise morfoloégica das melanoesferas realizada por
microscopia eletronica de varredura.

LCME-UFSC 8kv X230 100pm LCME-UFSC

8KV X600 ~ 20m LCME-UFSC \ﬁBKV _,‘ 500 m.
Micrografias representativas das melanoesferas formadas apos sete
dias de cultivo em 30 pL de gel de agarose 2% em diferentes
aumentos: 50 %, 230 x, 600 x e 1600 X,

Em relagdo a presenca de marcadores associados a
presenca de células tronco tumorais, também foi possivel
identificar células CDI133 e CD44 positivas através de
microscopia confocal (Fig. 20).
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Figura 20. Visualizagdo da presenca de marcadores de superficie
associados a CTT em melanoesferas formadas a partir de cultura
primaria.

Alexa 488

ol ]|
e

1

o O e O

Imagens representativas de proje¢cdes maximas obtidas por microscopia
confocal de melanoesferas: Marcacdo nuclear com DAPI (azul);
Controle (Alexa 488); Células CD133 positivas (verde); Células CD44
positivas (Vermelho). Barra de escala: 50 pum. Cortes de 1 um.
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6 DISCUSSAO

As células tronco tumorais representam uma
subpopulacdo celular que ¢é caracterizada por apresentar maior
resisténcia a quimioterapia e radioterapia. Consequentemente, as
abordagens antitumorais convencionais frequentemente ndo
conseguem erradica-las (FRANK; SCHATTON; FRANK,
2010). Como as CTT sd@o cruciais para a tumorigénese,
crescimento tumoral, metastase e recorréncia, € necessario
estabelecer modelos de cultura que mimetizem as condi¢des
encontradas in vivo. Neste sentido, ensaios tridimensionais sdo
conhecidos por melhor simular as condi¢des celulares in vivo em
compara¢do com os sistemas tradicionais de cultura de células
em monocamada e assim, influenciar a formagdo de células
com caracteristicas stem-like (BIELECKA et al., 2016).

Portanto, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um
método de cultura tridimensional para melanoma, aqui chamada
de melanoesfera, para enriquecimento de células positivas para
os marcadores CDI133 e CD44, descritos na literatura
frequentemente associados ao aparecimento CTT e assim,
desenvolver um modelo de estudo que considere a eficacia de
novos farmacos com possiveis propriedades antitumorais frente
a essa populagdo de células de modo a complementar os estudos
de citotoxicidade 2D.

O método tradicional de cultura de esferoides para
enriquecimento de células tronco tumorais baseia-se no modelo
de neuroesferas em que agregados esféricos flutuantes foram
desenvolvidos para células-tronco neurais normais, nas quais
uma unica célula é capaz de dar origem a um esferoide por
expansdo clonal (REYNOLDS; WEISS, 1992). Normalmente, o
meio de cultura utilizado para esse tipo de crescimento é
desprovido de SBF e suplementado com fatores que favorecem
o crescimento das células-tronco, incluindo o fator de
crescimento epidérmico (EGF), e de fibroblastos (bFGF) bem
como hidrocortisona, insulina e progesterona, dependendo do
tipo celular a ser estudado (CHAICHANA et al., 2006; YANG;
IMRALI; HEESCHEN, 2015).

Neste estudo, ndo foi utilizado meio de cultura
suplementado com fatores de crescimento. A cultura foi
realizada em condigdes padrdo para cultivo de B16F10 com
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DMEM suplementado com 10 % SBF. Min e colaboradores
(2015) ja& haviam demonstrado que esferoides de carcinoma
hepatocelular proliferam tanto em meio de cultura suplementado
com fatores de crescimento quanto em meio sem suplementagao.
Portanto, um meio de cultura livre de fatores de crescimento ¢
uma ferramenta adaptavel, eficiente e econdmica para o cultivo
in vitro de CTT. Consequentemente, este ¢ o primeiro trabalho a
avaliar o enriquecimento de melanoesferas para CD133 e CD44
sem o uso de meios de diferenciagdo.

Outro fator considerado para a formagdo de esferoides
de CTT ¢ a densidade celular. A densidade celular de até 20
células/ul. € considerada uma condi¢do necessaria para o
crescimento de esferoides ndo por agregagdo, mas sim por
expansdo clonal (SINGEC et al., 2006). Aqui, foi utilizada uma
densidade celular menor que <1 célula/pL (3x10” células/cm?) a
fim de propiciar a formagdo do esferoide por expansiao clonal.

Baseados em estudos anteriores do nosso grupo de
pesquisa envolvendo a formacdo de esferoide multicelular 3D,
foi escolhido para este modelo o gel de agarose 2 % para
impedir a adesdo celular e oferecer uma condi¢do flutuante a
cultura (SALEH, 2017). A avaliagdo do modelo de melanoesfera
teve inicio com a padronizagdo do volume de gel de agarose 2%
para o revestimento da placa. Deste modo, foram testados trés
diferentes volumes (30, 40 ¢ 50 pL) e foi observado que a
formacdo dos esferoides ocorreu independentemente do volume
de gel utilizado e, nas trés condigdes, os esferoides foram
formados no quarto dia e mantidos em cultura até o sétimo dia.

Em modelo semelhante relatado na literatura, esferoides
formados em 50 pL de gel de agarose 2 % com densidade
celular de 1,2x10° células por pogo apresentaram ao final do
sétimo dia de cultivo em torno de 2.200 células e viabilidade
celular de 71 % (SALEH, 2017). Aqui, as melanoesferas
formadas em 50 pL de gel também apresentaram cerca de 2.000
células vidveis ao final do sétimo dia cultivo. Porém, ¢
importante destacar que a densidade celular inicial foi de 1x10?
por pogo, cerca de 120 x menor do que a utilizada por Saleh
(2017). Ainda, o sistema estudado apresentou alta quantidade de
células viaveis nas trés condi¢des testadas com destaque para as
melanoesferas formadas em 30 plL de agarose 2 % que
apresentaram tanto tamanho quanto numero de células totais
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significativamente maior do que as melanoesferas formadas nos
outros volumes.

N3ao foi encontrado na literatura trabalhos que avaliem
a influencia do volume do gel de agarose na formacgdo e
tamanho do esferoide. No entanto, baseados nas observagoes
experimentais (acompanhar o crescimento da melanoesfera dia-
a-dia), propde-se com este estudo que o volume de gel utilizado
altera o formato final do pogo, possibilitando ou ndo maior
interacdo, contato e agregacdo celular. Sendo assim, no volume
maior (50 pL) as células ficam mais afastadas umas das outras,
dificultando agregagdo celular enquanto que no volume menor
(30 pL) as células ficam mais proximas. Ainda, nesta condigdo,
apo6s gelificagdo da agarose, o pogo apresenta uma leve
concavidade, facilitando o contato célula-célula. Portanto, nestas
condigdes, a formacdo das melanoesferas ocorre tanto por
agregagdo celular quanto por expansdo clonal e apesar da falta
de literatura no assunto, o volume de gel de agarose ¢ um fator a
ser considerado no desenvolvimento de culturas tridimensionais.

Portanto, em fung¢do dos resultados obtidos através dos
ensaios de viabilidade, quantificagdo e morfologia celular, o
volume de 30 pL de agarose 2 % foi considerado ideal para a
formacdo de melanoesferas e foi o escolhido para dar
continuidade ao estudo.

O proximo passo foi a avaliagdo da presenca de
marcadores de superficie associados a células tronco tumorais,
tanto em monocultura quanto em melanoesfera. O modelo de
melanoesfera foi capaz de aumentar aproximadamente 4x e 12%
a porcentagem de células positivas para CD133 e CD44,
respectivamente, 0 que sugere que a organizagdo tridimensional
¢ capaz de modular a presenca destes marcadores. Este resultado
difere dos achados por Calvet e colaboradores (2014), em que o
modelo esferoide ndo foi capaz de aumentar a porcentagem de
células positivas para CD133 e CD44. Vale ressaltar que as
condi¢des de cultura foram diferentes, no estudo de Calvet e
colaboradores, os esferoides de B16F10 foram mantidos por
apenas 4 dias em meio contendo fatores de crescimento,
enquanto que aqui a cultura manteve-se até o sétimo dia, na
auséncia de fatores de crescimento.

Sztiller-Sikorska e colaboradores (2012) avaliaram a
plasticidade de células tumorais em melanoesferas obtidas
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através de espécimes de melanoma humano e concluiram que a
transi¢do de melanoesferas para cultura em monocamada foi
acompanhada por uma aparente perda de potencial clonogénico,
taxa de proliferacdo aumentada e expressao alterada de alguns
marcadores de superficie celular, incluindo o CD133. Estas
mudangas, no entanto, foram reversiveis e, em comparagdo com
as culturas em monocamada, as melanoesferas foram
enriquecidas com células com potencial clonogénico, refletindo
a capacidade de auto-renovagdo. Além disso, os resultados
demostraram que as células de melanoma podem facilmente
mudar de fungdo ap6s exposicdo a estimulos externos, indicando
que as CTT dependem fortemente do microambiente
(SZTILLER-SIKORSKA et al., 2012).

De fato, em células de melanoma murino B16F10 foi
demonstrado que sob condigdes de estresse como privacdo de
SFB e oxigénio, a porcentagem da populacdo celular associada a
CTT aumenta (MITRUS et al., 2012). Ohinishi e colaboradores
(2014), em modelo de glioblastoma, demonstraram que o
aumento de expressdo de células CD133 positivas pode estar
relacionado ao microambiente celular como a baixas
concentragdes de oxigénio e nutrientes. Deste modo, a privagdo
de oxigénio provocada pelo modelo esferoide em que a
concentracdo de nutrientes e oxigénio ¢ maior na regiado mais
externa (ZANONI et al.,, 2016) pode explicar o aumento de
células positivas tanto para CDI133 quanto para CD44
encontradas neste estudo.

A baixa densidade celular associada ao crescimento
tridimensional induz a uma proliferagdo diferencial, ou seja, as
células dividem-se mais rapidamente na periferia do esferoide
devido a falta de moléculas de adesdo celular. Isto, por sua vez,
¢ causado pela perda de polaridade pelas células tronco tumorais
durante o processo de transi¢do epitélio-mesenquimal. Do
mesmo modo, a porcentagem de marcadores associados a CTT ¢
frequentemente maior em modelos 3D (CHANG et al., 2013;
KELM et al., 2003).

Modelos tridimensionais de estudo de células tronco
tumorais, quando comparados com modelos em monocamada,
representam melhor o microambiente tumoral, facilitam a
formacdo de matriz extracelular, exibem taxas de proliferacao
mais adequadas com morfologia celular mais representativa,
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estimulam a expressdo de genes relacionados a caracteristica
tronco além de permitirem uma resposta mais realista frente a
agentes antitumorais (BIELECKA et al., 2016).

Os resultados obtidos até o momento mostram que o
modelo de melanoesferas aqui desenvolvido apresenta alta
viabilidade celular, proliferacdo e alta porcentagem de células
CD133 e CD44 positivas, mesmo sem a presenga de meio de
diferenciacdo. Neste contexto, apos a caracterizacdo do modelo
de melanoesfera, a atividade antitumoral do composto sal de
isotiourénio MFO08 foi avaliada.

Como visto pelos resultados de medida de area no
quarto e sétimo dia, a exposicdo a 9 uM, 17,5 uM e 35 uM do
composto foi capaz de impedir o crescimento das melanoesferas
em 15 %, 59 % e 70 %, respectivamente. Estudos anteriores
conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que o
SI-MFO08, considerando um grupo de 28 moléculas, destacou-se
pela atividade citotoxica com concentragdo necessaria de 35 pM
para inibir o crescimento de 50 % das células em cultura em
monocamada de B16F10 (CCsy 35 uM) em 24 horas, além de
induzir bloqueio de ciclo celular em G2/M em concentragdes
inferiores a CCsy, além de induzir fragmentacdo de DNA
(ASSUNCAO, 2017; FERREIRA et al., 2017).

Portanto, a inibicdo de crescimento encontrada em
melanoesferas expostas a 9 uM, 17,5 uM de SI-MF08 (1/4 da
ICso e 1/2 da CCs, respectivamente), pode ser explicada pelo
bloqueio do ciclo celular em G2/M causado pelo composto. Ja a
exposicdo a 35 puM do composto causou uma drastica
diminuicdo na viabilidade celular (apenas 8 % de células
viaveis). O fato de neste estudo as melanoesferas terem sido
expostas ao composto por 72 horas contribuiu para a alta
porcentagem de células ndo-viaveis. Adicionalmente, a
estimativa da CCsy do SI-MF08 em 72h no modelo de
melanoesfera foi aproximadamente 2x maior quando comparada
com a CCsy em modelo de monocamada (dados ndo mostrados).

Com relagdo a presenga de células CD133 e CD44
positivas, foi possivel observar que melanoesferas expostas a 9
uM e a 17,5 uM do composto exibiram uma porcentagem de
células CD44 positivas menor (74 %, 73 %, respectivamente)
quando comparadas com o controle (83 %). Ja, o perfil de
células positivas em melanoesferas expostas a 35 pM pareceu
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aumentar para ambos marcadores, CD133 e CD44 (96% ¢ 97%,
respectivamente). Apesar de o SI-MFO08 ndo causar a eliminagdo
das células CDI133 e CD44 positivas, promoveu efeito
citotoxico, visto que as melanoesferas apresentaram inibicao de
crescimento e expressiva diminuicdo da viabilidade celular.
Resultados importantes levando em consideracdo a associagdo
entre a presenga de marcadores de CTT e quimioresisténcia.
Além disso, a alta porcentagem de células CD133 e CD44
positivas pode ser relacionada ao proprio modelo estudado, que
visa justamente o enriquecimento desta populacdo de células.
Estudos adicionais devem ser realizados para a caracterizagdo do
potencial tumorigénico das melanoesferas resultantes apos a
exposi¢do ao SI-MF08.

Em paralelo aos estudos envolvendo modelo
tridimensional com linhagem imortalizada de melanoma murino
B16F10, foi iniciado também estudo de formacdo de
melanoesfera a partir de tecido tumoral (cultura primaria)
congelado de camundongos C57BL/6J/Unib injetados com
células de melanoma B16F10. Modelos de cultura primaria
apresentam vantagens, pois assemelham-se ao tecido de origem,
reproduzindo sua heterogeneidade além de evitarem possiveis
variagdes fenotipicas que podem ocorrer com o uso de células
imortalizadas (PAN et al., 2009; WELTE et al., 2013).

Neste estudo, o estabelecimento de cultura primaria a
partir de tecido congelado ocorreu apds 24 dias de cultivo como
observado na Figura 16 e as células apresentaram morfologia
celular semelhante a B16F10. O processo de criopreservagio
mostrou-se efetivo e ndo prejudicou o estabelecimento da
cultura. Mullins e colaboradores (2013) demonstraram em um
estudo detalhado que o cultivo primario de células de
glioblastoma nao sofreu diferencas moleculares ou fenotipicas
relevantes entre culturas derivadas de tecido fresco e
congelados. O mesmo foi encontrado em linhagens de tumores
gastrointestinais (LINNEBACHER et al., 2010; SORIO et al.,
2001).

Assim, como visto para a linhagem de B16F10, foi
possivel a formagdo de melanoesferas a partir de cultura
primaria com alta viabilidade celular, grande numero de células
totais por esferoide e presenga de células CD133 e CD44
positivas. Desse modo, a formacdo de melanoesferas a partir de
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cultura primadria, abre novas perspectivas para aprimoramento do
modelo. Embora, analises adicionais sejam necessarias para
validar a presenca de células positivas para CD133 e CD44 ¢
caracterizar a tumorigenicidade in vivo, as células demostraram
alta taxa de proliferacdo e viabilidade, que entre outras
caracteristicas, mimetiza o microambiente tumoral. Além disso,
o composto estudado mostrou citotoxicidade frente a populagdo
CD133 e CD44-positivas.
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7 CONCLUSAO
De acordo com os resultados obtidos, que se resumem em:

* Desenvolvimento de um modelo de melanoesfera de
B16F10 a partir de baixa densidade celular (<1
célula/pL) e revestimento com gel de agarose 2 %;

¢ (Caracterizagdo de que o volume de gel de agarose
utilizado influencia na formacao das melanoesferas;

¢ Defini¢do da melhor condi¢do para a formacdo de
melanoesferas foi com 30 pl de gel de agarose 2 %,
pois proporcionou esferoides com alta viabilidade
celular, maior tamanho e numero de células totais;

¢ Constatacdo de que o modelo tridimensional proposto
foi capaz de enriquecer a populagdo de células CD133
e CD44 positivas quando comparado com modelo em
monocamada;

¢ (Caracterizacdo da acdo do SI-MFO08, o qual ndo
diminuiu a porcentagem de células que expressam de
CD133 e CD44, porém foi capaz de impedir o
crescimento das melanoesferas e diminuir a
porcentagem de células viaveis;

* Obtencdo do cultivo de cultura primaria de B16F10 a
partir de tecido tumoral criopreservado;

* Formacdo de melanoesferas com alta viabilidade
celular a partir de cultura primaria de B16F10 em 30
pL de gel de agarose 2 %.

conclui-se que o conjunto de resultados demonstra que o modelo
proposto apresenta vantagens em relagdo aos modelos 2D, uma
vez que se acrescenta interagdes entre os componentes tumorais,
sendo adequado para estudos sobre a biologia do tumor e para
screening in vitro de novas moléculas antitumorais.
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8 PESPECTIVAS

Como perspectivas tem-se:

Realizar ensaio clonogénico com as melanoesferas apos
tratamento com SI-MFOS;

Quantificar in vitro, por citometria de fluxo, a expressao
dos marcadores de superficie CD133 e CD44 em
melanoesferas obtidas a partir de cultura primaria de
melanoma induzido em camundongos C57BL/6J/Unib;
Avaliar in vitro o padrio de expressdo dos marcadores
de superficie CD133 e CD44 em melanoesferas obtidas
a partir de cultura primaria apds exposi¢do ao sal de
isotiurénio MFO08.
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APENDICE A. Parecer do comité de ética no uso de animais

de Solicitagdo de
Protocolo

PP00892

Titulo

Avaliagdo das propriedades antitumorais e
estudos agudos e subagudos

Data de Entrada

17/10/2013

de sintéticos, semissintéticos e nanoestruturados:

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
01/11/2013

Consideracées

Oficio n° 121/CEUA/PROPESQ/2013

Do: Presidente da Comissio de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(a): Prof(a) Dr(a) Ténia Beatriz Creczynki Pasa, Departamento de Farmécia - CCS

Prezado(a) Professor(a),
Em relagdo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o seguinte:

- APROVADO, por quatro anos, para a utilizagdo de um mil e seiscentos camundongos (Mus
musculus).

- Procedéncia do animal: Biotério Central da UFSC e laboratérios de modelos biolgicos.

Por ocasido do término desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO detalhado
relacionando o uso de animais no Projeto desenvolvido aos resultados obtidos, conforme formuldrio
ON LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatério Final previsto para (90 dias apés término da vigéncia do protocolo ou no momento da apresentagio de um
novo protocolo)
Data 13/02/2018

Data 13/11/2013
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)

g 2—
(/ "WJ O,(,U AA

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.
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APENDICE B. Perfil padrio dos dot plots e histograma
utilizados.
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Perfil padrido dos dot plots e histograma representativos da analise por
citometria de fluxo.





