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RESUMO

DUTRA, Matheus Reck. Avaliagdo do efeito de EGF e FGF2 na
melanogénese e proliferacdo de melanoma murino B16F10. Floriandpolis,
2017. Trabalho de Conclusdo de Curso. Curso Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Santa Catarina, Santa Catarina, 2017.
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O cancer é caracterizado como um conjunto de doengas que apresentam
crescimento celular desordenado podendo originar metastase. Um dos tipos
mais agressivos de cancer € o melanoma que se desenvolve a partir de
mutacdes genéticas causadas por fatores externos, como ambiente, habitos e
interagbes sociais, alterando o metabolismo de melandécitos. Os melandcitos
sao células produtoras de melanina, originadas da crista neural, uma estrutura
tecidual que se forma durante o desenvolvimento embrionario dos vertebrados.
Os precursores de melandcitos expressam o fator de transcricdo Mitf,
considerado o principal regulador da melanogénese. Neste contexto, dados
obtidos por nosso laboratério mostram que o fator de crescimento EGF
influencia na diferenciagdo de melandcitos da crista neural e o fator de
crescimento FGF2 esta envolvido na renovacéo de progenitores multipotentes
da crista neural e na diminuigéo de FoxD3, um fator de transcrigéo repressor de
Mitf. Dessa forma, nesse trabalho, os fatores EGF e FGF2 foram estudados em
melanoma, tumor derivado das células da crista neural, para compreender a
melanogénese e averiguar se estao relacionados com a proliferacdo celular
dessa linhagem. Para isso, a linhagem B16F10 foi utilizada, assim como
tratamentos por diferentes tempos de EGF (0,01ug/mL; 0,1 pg/mL; 1 pg/mL e
10 pg/mL) e FGF2 (10ng/mL). Foram realizados os testes de proliferagéo
celular por MTS, andlise qualitativa e quantitativa da melanogénse,
imunofluorescéncia para Mitf e quantificacdo da expressdo de Mitf através de
Western blotting. Os resultados obtidos mostraram que n&o houve influéncia
estatisticamente significativa de EGF e FGF2 na melanogénese e na
proliferacdo das células de melanoma murino B16F10. Foi observado também
que todas as células B16F10 expressam o fator de transcricao Mitf, porém néo
foi possivel quantificar sua expressao, devido a problemas metodologicos. Os
resultados obtidos com EGF e FGF2 em melanoma B16F10 foram comparados
com os obtidos em crista neural em nosso laboratério, como conclusdo pode
ser observado que EGF e FGF2 ndo exercem a mesma funcéo na proliferacéo
e melanogénese de melanoma que no desenvolvimento embrionario.

Palavras-chave: Melanina. Cancer. Mutacao. Diferenciacao. Crista Neural.



ABSTRACT

DUTRA, Matheus Reck. Evaluation of EGF and FGF2 on melanogenesis
and proliferation of murine melanoma B16F10. Floriandpolis, 2017. Final
Degree Essay. Degree of Biological Science, Universidade Federal de Santa
Catarina, Santa Catarina, 2017.

Cancer is a series of diseases that shows disorderly cellular growth, being able
to originate metastasis. Melanoma is one of most aggressive cancer, which
develops according to genetic mutations caused by external factors, as
environment, habits and social interaction, altering the melanocytes
metabolism. Malanocytes are cells that produce melanin, originated from neural
crest, a tissue structure formed during the vertebrate embryo development. The
melanocyte precursors express the transcription factor Mitf, considered to be
the main melanogenesis regulator. In this context, our laboratory data show that
the growth factor EGF influences on neural crest melanocyte differentiation
while the growth factor FGF2 induces neural crest multipotent progenitor
renewal and FoxD3 decrease, a transcription factor repressor of Mitf. On this
essay, the growth factors EGF and FGF2 were studied in melanoma, tumor
derived from neural crest cells, to understand the melanogenesis and ascertain
if they are related to cellular proliferation on this lineage. For that, the lineage
B16F10 was used, treated in different times with EGF (0,01pg/mL; 0,1 pg/mL; 1
pg/mL and 10 pg/mL) and FGF2 (10ng/mL). It was executed a proliferation test
by MTS, qualitative and quantitative analysis of melanogenesis, Mitf
immunofluorescence, and Mitf quantification through Western Blotting. The
results revealed that EGF and FGF2 do not present statistical influence on
melanogenesis and on cellular proliferation of murine melanoma B16F10. It was
also revealed that all BL6F10 cells express the transcription factor Mitf, however
it was not possible to quantify its expression due to methodological problems.
The obtained results with EGF and FGF2 in B16F10 melanoma were compared
with neural crest results from our laboratory. As a conclusion, EGF and FGF2
have not shown the same proliferation and melanogenesis function in
melanoma and in embryo development.

Key words: Melanin. Cancer. Mutation. Differentiation. Neural Crest



SUMARIO

3 [ 0o [ o= Lo J SRR 7
3 I = o o RPN 7
2 Y = = T g T ] o T RPN 7
1.3 Progressao do Melanoma........ooooeeeeieeeee e 9
1.4 MEIANOGENESE. ... .o 10
1.5 Abordagens terapéuticas para melanoma .............eeeeiieeeeiieeeeiiiiiinneeeeen, 12
1.6 Fatores de CreSCIMENTO......ccooeeeee e 14

LB 1 EGF ..t a e s 14
1.8, 2 FGR 2. ettt a e e as 14

P2 [ 1S 1] 1 0%= 1117 RPN 16

G @] o] =3 11V 0 1O URPPN 17
3.1 ODJetivo geral.......coooiiiiiiiiii 17
3.2 ObjetivoSs ESPECITICOS .....uuiiiiiiiiieeeie i 17

4. MateriaisS € MELOUOS .......cccvvviiiiiiiiiee e 18
N R O U |1 ([ = T O] 1] = 18
4.2 Ensaio de proliferacéo celular por MTS .......ccooiiiiiiiiiiece e, 18
4.3 Analise de MelanOgENESE...........uuuciiiii e i 19
4.4 Andlise de Mitf por imunocitoquimMICa............cceeeeeeeiiiieiiiiee e, 19
4.5 Quantificacao de proteinas por Western Blotting .................ccoovvviivinnnnnn. 20

oI =257 1 7= T [0 1SR 22
5.1 Deteccéo da proteina Mitf em células B16F10 .........ccccccevvvvvvvvveieeieeennnn. 22
5.2 Ensaio de viabilidade celular.............ccooooiiiiiiiiiiii e 23
5.3 EGF e FGF2 néo alteram a producgdo de melanina ........cccccccvvvvveiinennnnn. 25

5.3.1 Andlise qualitatiVa ..............coeeruuiiiiiii e 25
5.3.2 Andlise quantitatiVa...............ouuuiiiiiie e e 26

5.4 Quantificacdo de Mitf por Western blotting ..........ccooeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeen, 27

B DISCUSSEIO....ceeeeiiiiiiee e e e e e ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e et eabba e e e e e e e e eeeesaan e e e eeeeeennnes 29
T CONCIUSDES. ...ttt e e e e e e e e et et b e e e e e e eeeennes 32

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 33



1 Introducéo
1.1 Cancer

O céncer é caracterizado como um conjunto de doencas de crescimento
celular desordenado, que perdem a capacidade de inibicdo por contato se
espalhando pelo tecido, podendo invadir outros tecidos, processo conhecido
como metastase (Instituto Nacional de Cancer — INCA 2017).

O céancer ocorre quando as células acumulam mutagbes genéticas
causadas por fatores internos, ligados a heranca genética do individuo, ou
fatores externos, como meio ambiente, habitos e interacdes sociais. Fatores
externos como cigarro, exposicdo ao sol, certos virus, alcoolismo e
medicamentos s&o alguns dos fatores que podem levar ao desenvolvimento do
cancer (Instituto Nacional de Céancer — INCA 2017). Alguns genes estédo
diretamente relacionados ao aparecimento do cancer, 0s oncogenes e 0S
genes supressores de tumor. Os proto-oncogenes atuam na proliferacéo
celular, quando sofrem alguma mutagcdo ou amplificacdo e passam e ativar sua
via de sinalizacdo constitutivamente, gerando um ciclo celular irregular,
passando a atuar como oncogenes (American Cancer Society, 2017).

J& os genes supressores de tumor atuam no controle do ciclo celular, no
reparo de erros no DNA, e que podem estimular a apoptose. Quando uma
mutacdo inativa esses genes a célula pode perder o controle do seu ciclo
celular e passar a proliferar descontroladamente (American Cancer Society,
2017).

1.2 Melanoma

O melanoma é um tumor maligno originario dos melandcitos da pele,
células especializadas na producdo do pigmento melanina (National Cancer
Institute, 2017).

Diversos fatores de risco estdo associados ao surgimento do melanoma,
como heranga genética, caracteristicas pigmentares da pele, exposi¢cao ao sol,

imunossupressao e outros fatores ambientais (National Cancer Institute, 2017).



Segundo o Instituto Nacional de Céancer - INCA (2017), no Brasil, a
estimativa de novos casos de melanoma em 2016 foi de 5.670, sendo 2.670
mulheres e 3.000 homens. Representando apenas 3% das neoplasias
malignas, porém o numero de mortes em 2013 foi de 1.547, 644 mulheres e
903 homens.

De acordo com Matheus e Verri (2015), a partir de 40 anos de idade a
neoplasia se torna mais comum. Essa patologia possui distribuicdo igualitaria
em ambos 0s sexos, e € encontrada em diversas etnias, com mais prevaléncia
em caucasianos. Entretanto, a distribuicdo ocorre de forma diferente, nas
mulheres sendo mais frequente nos membros inferiores e nos homens no
tronco.

De acordo com o National Cancer Institute (2017) o melanoma se origina
a partir dos melandcitos presentes na camada basal da epiderme, abaixo da
camada estratificada de queratindcitos, na transicdo da derme para a epiderme

(figura 1).



Figura 1 - Esquema das camadas da pele e producéo de melanina
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Subcutaneo. O local dos melandcitos, a producdo de melanina e sua distribuicdo para as
células epiteliais.

1.3 Progresséao do melanoma

O cancer de pele representa mais da metade dos casos de cancer
diagnosticados no Brasil, correspondendo a 30% dos casos malignos. O
melanoma, um dos tipos de cancer de pele, representa apenas 3% dos
tumores malignos, entretanto, é o que apresenta maior risco devido a alta taxa
de metastase, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer - INCA (2017).
Sendo assim o melanoma um dos tipos de cancer de pele de menor
ocorréncia, porém, de maior letalidade.

O aparecimento tumoral pode ocorrer a partir de uma mutacdo em um

oncogene que induz a formag¢do de um neoplasma benigno. Este neoplasma
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comeca a proliferar de forma mais rapida podendo acumular mais mutacdes
em outros genes supressores de tumor, levando a um estado ainda mais
proliferativo (Shain et al. 2015). A progressdo do melanoma é caracterizada
clinicamente e histologicamente em seis diferentes etapas: (1) nevo
melanocitico, (2) nevo melanocitico com hiperplasia lentigiosa e diferenciacéo
aberrante, (3) nevo melanocitico com hiperplasia lentigiosa persistente e
diferenciacdo aberrante com atipia nuclear melanocitica, (4) melanoma de
crescimento radial (5) melanoma com crescimento vertiginoso, com capacidade

de metéstase e (6) melanoma metastatico (Clark et al., 1984).

1.4 Melanogénese

Os melandcitos sdo células originadas, em sua maioria, a partir das
células da crista neural, uma estrutura embrionaria que se forma durante o
desenvolvimento embrionario dos vertebrados, no processo de neurulagédo. Os
progenitores melanociticos se desprendem do tubo neural e migram,
comecando a expressar o fator de transcricdo Mitf até chegarem ao seu destino
final (Thomas e Erickson, 2008). Mitf é um fator de transcricdo tido como o
principal regulador da melanogénese, atuando na transcricdo dos genes
tirosinase, Trp-1 e Trp-2, principais enzimas envolvidas na sintese de melanina.
Os melanoblastos, células indiferenciadas, que migram até a epiderme dao
origem aos melandcitos da pele (Thomas e Erickson, 2008).

Os melandcitos iniciam a producdo de melanina em organelas
especializadas, os melanossomos, sendo esse processo iniciado a partir da
tirosina e envolvendo as enzimas tirosinase-1 (Trpl) e dopacromo tautomerase
(Trp2) (Slominski et al., 2004). Segundo Fajuyigbe (2016), estudos
epidemioldégicos mostram que a melanina constitutiva possui uma alta
eficiéncia na prevencdo de cancer, prevenindo o DNA de sofrer dano pela
radiacdo ultravioleta. Entretanto, estudos experimentais mostram apenas uma
protecdo modesta da melanina contra lesdes no DNA causadas por radiagao.
Isto pode ser explicado, pois diversos estudos se baseiam no método Dose
Minima de Eritema, onde o modelo de pele € exposto a uma radiagdo e ao

aparecer vermelhiddo se considera que houve um dano a pele. Porém, este
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método é questionado por ndo ser possivel comparar uma pele clara com uma
pele que possui muita melanina, pois a pele com mais melanina acaba sendo
exposta a uma maior radiacdo para apresentar vermelhiddo. Outro fator que
traz complicagbes € a quantidade e o comprimento de onda utilizada nos
estudos de forma diferente.

Diversos fatores externos podem regular epigeneticamente o0s
melandcitos e aumentar a producédo de melanina, como a radiacao ultravioleta
(UV), além de fatores de crescimento, como endotelina-3 e o fator de
crescimento hepético (HGF), horménio alfa estimulador de melandécitos
(aMSH), e 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) (Hirobe, 2011; Sato, 2008). De
acordo com Dong e colaboradores (2011) queratindcitos, ao serem expostos a
radiacdo UVB, secretam FGF2 que atua de forma paracrina aumentando a
proliferacdo de melandcitos e consequentemente a quantidade de melanina.
FGF2 possui um efeito dose dependente sobre Pax3, que por sua vez é um

fator de transcricdo promotor de Mitf (figura 2).
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Figura 2 - Esquema da influéncia de FGF2 na estimulacdo de Pax3
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Nota: A figura representa a estimulacdo dos queratinécitos através de uma dose de
radiacdo UV. Deste modo os queratindcitos produzem FGF2, que estimula seu receptor de
membrana, e através da via ERK aciona STAT3 para atuar na transcrigdo de Pax3.

1.5 Abordagens terapéuticas para melanoma

Segundo Ibrahim e Haluska (2009), a proteina mutada B-RAF é
identificada na maioria dos melanomas, sendo importantes na via de
sinalizacdo RAF/MEK/ERK que leva a proliferacdo celular. A mutacdo na
molécula de sinalizacdo BRAF leva um aumento da fosforilacdo e
consequentemente de ERK ativando a via de sinalizacdo para proliferacdo.
Essa mutag&o ocorre em 66% dos melanomas malignos, sendo B-RAF um alvo
terapéutico muito visado (Wan et al., 2004; lIbrahim and Haluska, 2009).

Neste contexto, foram desenvolvidos compostos quimicos que se ligam
ao sitio ativo de B-RAF inibindo a sua ativagdo. O primeiro composto quimico a
ser aprovado para bloquear B-RAF mutado foi o Vemurafenib (Bollag et al.,

2012). Esse inibidor, ao ser usado no tratamento de melanomas, obtém
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resultados significativos na reducdo do tumor durante um periodo curto apos
sua aplicacdo, porém, as células podem desenvolver resisténcia ao
Vemurafenib, resultando em uma reincidéncia do tumor (Wagle et al., 2011). A
via de PI3K-AKT-mTOR se torna hiperativada devido a regulacdo epigenética
(Chan et al., 2017).

O EGFR pode estar superexpresso em algumas células resistentes a
inibidores de B-RAF, o que leva o melanoma a continuar a proliferacdo
independente do uso de Vemurafenib (Girotti et al., 2012). Assim a inibicao
concomitante de EGF teria que ser empregada no tratamento de alguns

melanomas (figura 3).

Figura 3 - Via de sinalizagdo com B-RAF mutado
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Nota: Via de sinalizacdo de melanécito que sofreu mutagcdo em B-RAF. Em células normais um
fator de crescimento ativa a via de sinalizagdo para crescimento passando pela proteina BRAF
gue precisa ser fosforilado por RAS para continuar a ativacdo das proteinas subsequentes,
porém, quando BRAF esta mutado pode sofrer autofosforilagao.
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1.6 Fatores de crescimento
1.6.1 EGF

EGF (Fator de crescimento epidermal) € um polipeptideo constituido de
53 aminoécidos que se liga ao receptor EGFR, um dos 4 receptores da familia
erbB (receptores tirosina kinase). A ligacdo ao seu receptor leva a ativacédo das
vias de proliferacdo, migracdo e sobrevida, dependendo da especificidade
celular (Steins et al., 2010).

Dados prévios do laboratério mostraram que o EGF promove um
aumento na diferenciacdo de progenitores da crista neural para melandcitos,
estimulando a proliferacdo de células Mitf-positivas (dados ndo publicados).
Segundo Teixeira (2011) células da crista neural truncal ao migrarem
expressam receptores de EGF. Em outro experimento células da crista neural
quando tratadas com EGF diminuiam a expressdo de FoxD3 (dados néo
publicados), um importante inibidor de Mitf  (Sommer, 2011).
Concomitantemente, de acordo com Bracher (2013), EGF pode atuar na
metastase de melanoma, ao observar que células knock down para EGF
diminuem sua migracdo. Em outro experimento, Boone (2011) observou uma
associacao entre a expressao de EGFR e metastases bem como um aumento
na espessura do tumor relacionado a polissomia de EGFR.

Girotti e colaboradores (2012) utilizando linhagens resistentes a
inibidores de B-RAF observam um aumento de receptores de EGF, e ao utilizar
inibidores de EGFR e B-RAF, concomitantemente, houve uma reducdo no

crescimento do tumor.

1.6.2 FGF2
FGF2 é um polipeptideo constituido de 288 aminoéacidos da familia dos

FGFs, que ao ser secretado ativa seu receptor FGFR2 na membrana celular de
forma paracrina ou autécrina, que por sua vez irA desencadear uma via de
sinalizacdo. Essa familia de fatores estd ligada ao desenvolvimento
embrionario, regeneracdo tecidual e alguns membros atuam como potentes

fatores angiogénicos (Powers, 2000).
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As células de melanoma expressam receptores de FGF2, além de
secretarem esse fator de crescimento, podendo assim ocorrer um efeito
autocrino, ao contrario dos melanocitos que possuem O receptor, mas séo
ativados pelo FGF2 secretado pelos queratinécitos quando estimulados por
radiacdo UV (Metzner et al., 2011; Dong et al., 2011). A concentragdo de FGF2
€ encontrado elevado nos fluidos corporais de pacientes com diversos tipos de
cancer, incluindo o cancer de pele (Jeffers, LaRochelle and Lichenstein, 2002).
A expressdo do FGF2, assim como de seu receptor FGFR2, pode estar
aumentada nos canceres malignos através de superexpressédo e amplificacdo
dos genes (Metzner et al., 2011). Segundo Metzner e colaboradores (2011),
FGF2 estimula a proliferacdo in vivo e a migragdo do melanoma in vitro, em
concordancia, a inibicdo de FGF2 em sinergismo com a inibicdo de B-RAF
aumenta a apoptose das células do melanoma.

Em estudos relacionando o FGF2 e a crista neural de embrides de aves,
Bittencourt (2013) observou um aumento de progenitores pluripotentes o0s
mantendo indiferenciados. Observou também um estimulo a diferenciacdo das
células para linhagens gliais e neuronais em detrimento da melanocitica, in
vitro. Porém os progenitores so diferenciaram-se totalmente quando o FGF2 foi
retirado da cultura. De acordo com Silva (2017), o FGF2 estimula a sobrevida
dos progenitores com potencialidade melanocitica. Entretanto o FGF2 diminui a
expressdo de Mitf nos progenitores da crista neural no decorrer da
diferenciacéo celular.

Considerando os efeitos que os fatores de crescimento EGF e FGF2
exercem nas células da crista neural, torna-se necessario fazer uma avaliacdo
comparativa dos resultados obtidos nos experimentos com o modelo de crista
neural com o modelo de melanoma murino, tipo de célula derivada de células

da crista neural.
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2 Justificativa

O melanoma é um dos tipos mais agressivos de cancer, podendo
originar metéastases com facilidade, o que torna o tratamento mais dificil de
alcancar um resultado satisfatorio. Atualmente os compostos quimicos que
inibem vias de sinalizacédo intracelular se mostram como boas alternativas para
diminuir a proliferacdo celular. Entretanto, pelo cancer ser caracterizado como
um aglomerado de células heterogéneas, algumas podem possuir outras vias
gque compensam o bloqueio, aumentando novamente a proliferacdo celular.
Uma dessas vias possui 0 EGFR como receptor da cascata de sinalizacao.

Ao analisar a via de EGFR, Girotti e colaboradores (2012) identificaram
que a expressdo de EGFR estd aumentada em células resistentes a inibidores
de B-RAF (vemurafenib), levando a proliferacdo celular. Através deste
resultado é necessario verificar se EGF pode estar atuando na proliferacdo de
melanoma independente de possuir a mutacdo de B-RAF. Em concordancia o
FGF2 se mostra outro fator de crescimento a ser estudado devido a sua
possivel influéncia sobre a amplificacdo nas células de melanoma que
contribuiriam para uma proliferacdo constante e resisténcia ao Vemurafenib.

Dados anteriores do nosso laboratério mostram a importancia de EGF
na diferenciacdo de progenitores da crista neural para melandcitos (Garcez,
2009), e de FGF2 no aumento de progenitores de células da crista neural.
Entender se esses fatores atuam em melanoma de forma semelhante a
atuacdo nas células da crista neural pode ser um importante passo para uma

futura aplicacéo terapéutica nessa patologia.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo geral

Entender a importancia dos fatores de crescimento EGF e FGF2 na
proliferacdo e melanogénese de células de melanoma murino B16F10.
3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito dos fatores de crescimento EGF e FGF2 na proliferacao
das células B16F10 através de ensaio de MTS.

- Analisar a influéncia do EGF e do FGF2 na melanogénese das células
B16F10 através de ensaio qualitativo e quantitativo de melanina.

- Analisar possiveis alteracdes nos niveis proteicos de Mitf ao tratar as

células de melanoma com EGF ou FGF2.
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4. Materiais e métodos
4.1 Cultura Celular

Os experimentos foram realizados utilizando cultura celular de
melanoma murino B16F10, que € uma linhagem imortalizada do tumor de pele
isolado de camundongo. O laboratorio LACERT possui esta linhagem em seu
banco de células preservadas em nitrogénio liquido. Para os experimentos as
células foram descongeladas utilizando-se Dulbecco’s Modified Eagle medium
(DMEM 80%) contendo Soro Bovino Fetal (SBF 20%), penicilina (200 U/ml) e
estreptomicina (10 ug/ml) a 37°C. Apds, as células foram centrifugadas a 251 x
g durante 5 min, descartado o sobrenadante, e as células, ressuspensas em
DMEM contendo 10% de SFB, penicilina (200 U/ml) e estreptomicina (10
pg/ml), foram cultivadas em garrafas de cultura de 25 cm? (Corning). As
culturas foram mantidas em estufa imida de CO2 (5%), a 37°C, trocando-se 2
ml dos 4 ml de meio total a cada 3 dias, sendo repicadas quando atingissem

confluéncia total na garrafa de cultura.

4.2 Ensaio de proliferacao celular por MTS

A andlise da viabilidade celular apés tratamento com EGF e FGF2 foi
realizada utilizando-se o corante vital MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazoliumy. Para isso, foram
plagueadas 2x10°2 células B16F10 por poco, em placas de 96 pocos (Corning,
NY, USA) contendo 100 uL de meio. Foi realizada uma curva de concentragéo
de EGF utilizando as seguintes doses: 10ng/ml (grupo 2), 100ng/ml (grupo 3),
1000ug/ml (grupo 4), e 10ug/ml (grupo 5). Além disso, foi feito um grupo
contendo FGF2 10ng/ml (grupo 6), e um grupo controle contendo apenas o
meio béasico (grupo 1). As analises foram realizadas 24, 48 e 72 horas apos o
plagueamento. Nos dias das andlises foram adicionados 15ul de MTS
(Promega) em cada poco pelo periodo de 3 horas em estufa & 37°C e 5% de
CO?2. Apbs o tempo de incubacédo, foram transferidos 80ul de cada pogo para
uma nova placa de 96 pocos e posterior leitura de absorbancia em

espectrofotdmetro de placa a 490nm.
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4.3 Andlise de melanogénese
Para as analises qualitativas e quantificativas de melanina foram
plagueadas 5x10* células por poco em placas de 6 pocos (Corning). As células
foram cultivadas em D-MEM contendo 10% SBF (Cultilab), penicilina (200
U/ml) e estreptomicina (10 ug/ml). Apds 24 horas de cultivo, e aderéncia das
células na placa, foram trocados os meios de cultivo e adicionados os
tratamentos. As condi¢cbes de tratamento foram: EGF 10ng/ml (grupo 1), EGF
100ng/ml (grupo 2), aMSH 10 nM (grupo 3), IBMX 50 nM (grupo 4), FGF2 10
ng/ml (grupo 5) e uma condicdo com meio controle (grupo 6). O aMSH e o
IBMX foram utilizados, pois na literatura sdo descritos como estimuladores da
melanogénese, sendo assim considerados controles positivos para o
experimento. Os meios de cultivo foram trocados no 3° dia. No 5° dia as células
foram lavadas com PBS 1x, tripsinizadas, centrifugadas e ressuspensas em
PBS 1x + 10 SBF, e centrifugadas novamente para formacdo de pellets. A
andlise qualitativa foi realizada através da obtencdo de fotografias dos pellets
nos diferentes tratamentos, proveniente do conteado de melanina nas células
precipitadas. Esse método foi realizado de acordo com metodologia descrita
por Sato e colaboradores (2008).
ApGs as fotografias, os pellets foram ressuspensos com 150 ul de NaOH
a 2M e incubados em banho seco a 100°C por 20 min. As amostras foram
homogeneizadas e em seguida adicionado 100 ul de cada amostra por poco de
placa de 96 pocos, para analise quantitativa do conteddo de melanina em

espectrofotometro a 405 nm (Sato et al., 2008).

4.4 Andlise de Mitf por imunocitoquimica

A presenca de Mitf em células B16F10 foi avaliada por
imunofluorescéncia. Para isso, foram plaqueadas 10.000 células B16F10 em
cultura em placas de 96 pocos cultivadas em D-MEM contendo 10% SBF .Um
dia apos foram lavadas com PBS 1x e fixadas com paraformaldeido 4% por 30
min. As células foram novamente lavadas com PBS 1x e adicionado o PBS

Triton 0,25%, para abrir poros na membrana, por 30 min. Em seguida, foi
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realizada mais uma lavagem com PBS1x e adicionado SBF 5% diluido em
PBS1x para inibir sitios inespecificos. Apos, foi adicionado o anticorpo primario
anti-Mitf  (1:500) (IgG produzido em camundongo - Abcam AB12039) e
incubado overnight & 4°C. Apos, as ceélulas foram lavadas com PBS Tween e
foi adicionado o anticorpo secundario Alexa Fluor 488 anti-lgG de camundongo
(1:2000) por 30 min, sendo entdo lavadas com PBS Tween. Foi utilizado o
corante 4,6-diamidino-2-fenilindoldihidroclorido (DAPI) (Sigma Aldrich 0,1
pMg/ml) (1:500) por 30 min para visualizagdo dos nucleos. As placas foram
observadas em microscépio epifluorescente invertido (Olympus IX71) e

fotografadas em camara (Olympus DP71).

4.5 Quantificacdo de proteinas por Western Blotting

Para a andlise por Western blotting foram cultivadas 100.000 células em
pocos de placas de 6 pocos por 24h. Apés, as células foram lavadas com
PBS1x e os extratos proteicos obtidos utilizando 20 ul de tampédo RIPA (50mM
trisaminometano (Tris), 150mM NacCl, 1% NP40, 0,5% Deoxicolato de sdédio,
1mM EDTA) por pogo. Com o auxilio de um rodinho (cell scraper) as células
foram lisadas e os extratos transferidos para um microtubo, e congelados em
gelo seco por 10 min. Em seguida, os extratos foram centrifugados por 15 min
a 14000 rpm a 4°C, sendo em seguida retirados os sobrenadantes e
transferidos para um novo microtubo. A quantidade de proteinas foi dosada
utilizando-se o kit DC ProteinAssay (Bio-Rad) utilizando uma curva padrao de
BSA. Trinta microgramas de proteina por amostra foram submetidos a
eletroforese em gel de acrilamida 10% e transferidas para membrana de
nitrocelulose utilizado Power Blot Cassete (Thermo Fisher) a 25V com
amperagem constante de 1,7A, por 12 min. Em seguida, a membrana foi
lavada em &gua destilada e corada com Ponceau para visualizacdo das
bandas. Os locais das bandas foram marcados e a membrana foi lavada 2
vezes com Tampao Fosfato Salina (PBS) contendo 0,05% de Tween 20 (TBS-
T). O bloqueio foi realizado com leite 5% em TBS-T por 1h, sob agitacdo. Em
seguida, a membrana foi lavada 3 vezes por 5 min com TBS-T, sob agitacdo. O

anticorpo anti-Mitf (1:1000), diluido em 5% de leite em TBS-T, foi colocado na
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membrana e incubado overnight a 4°C, sob agitacdo. Apds, a membrana foi
lavada 3 vezes com TBS-T por 5 min, sob agitacdo, e adicionado o anticorpo
secundario anti-lgG de camundongo conjugado a HRP (1:10.000) por 1h, sob
agitacdo, a temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada 3 vezes
com TBS-T e foi utilizado o Kit de detec¢do de peroxidase ECL (Amersham
ECL Advance Western BlottingDetection Kit). O fotodocumentador ChemiDoc
MP (Bio-Rad) foi usado para a visualizacdo das bandas referentes a proteina

alvo.
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5 Resultados
5.1 As células de melanoma murino B16F10 expressam Mitf

Mitf € um fator primordial na diferenciacdo de melandcitos, atuando
como um fator de transcricdo chave na melanogénese, através da regulacédo da
expressdo de enzimas atuantes na producdo de melanina. A expressao de Mitf
leva a uma diferenciacdo final dos melandécitos da pele e estando aumentado
no melanoma, poderia atuar da mesma forma nessas células, promovendo sua
diferenciacdo. Portanto, a sua expressao foi analisada nas células B16F10 para
saber a porcentagem de células que o expressam. Através de analise de
imunofluorescéncia para o fator de transcricdo Mitf, e sobreposicdo das
micrografias com os nucleos corados com DAPI, foi observado que todas as
células B16F10 expressavam Mitf (figura 4).



23

Figura 4. Expressao de Mitf em células B16F10.

Fonte: Produzido pelo autor (2017)

Nota: Foram realizadas culturas de células B16F10 em placas de 96 pocos e,
apos fixadas, foi efetuada a imunofluorescéncia para Mitf. (A) Coloracdo das
células com DAPI (azul); (B) Imunofluorescéncia para Mitf (verde); (C)
Sobreposicao de DAPI e Mitf.

5.2 Ensaio de viabilidade celular apresentou pequena variacdo na
proliferacéo

Dados do laboratério demonstraram um aumento na proliferacdo de
células da crista neural que expressavam Mitf, ao serem tratadas com EGF. Ja
segundo Bittencourt (2013) o FGF2 atua no aumento da proliferacdo de
progenitores pluripotentes da crista neural. Portanto, para analisar se 0s
mesmos efeitos proliferativos se repetiam com o melanoma, foram realizados
ensaios de MTS com as células B16F10 ao serem tratadas com diferentes

concentracdes de EGF e FGF2.
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Como observado na figura 5, em 24 horas o tratamento com diferentes
concentracfes de EGF e FGF2 néo alterou a viabilidade celular em relagéo ao
controle. Em 48 horas houve aumento na viabilidade em células tratadas com
EGF, com destaque para a concentragcao 10ng/mL em que o aumento foi mais
pronunciado. As demais concentracbes de EGF, e o tratamento com FGF2,
nao alteraram a viabilidade celular em relacdo a condicdo controle nesse
tempo. Em 72 horas houve uma diminuicdo na viabilidade das células tratadas
com EGF e FGF2 em relacdo ao controle. J& em 96 horas, apenas o FGF2

apresentou uma maior viabilidade que a condig&o controle.

Figura 5. Ensaio de viabilidade celular por MTS das células B16F10 apds

tratamentos com EGF e FGF2.
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Fonte: Produzido pelo autor.

Nota: Representacdo grafica da viabilidade celular das células B16F10
realizada através de ensaios de MTS. Os dados mostram a viabilidade das
células apds 24, 48, 72 e 96h de cultivo em meio controle ou suplementado
com EGF 10ng/ml, 100ng/ml, 1000ng/ml e 10ug/ml ou FGF 10ng/ml. Os valores
representam as médias + desvio padrdo de triplicatas de dois experimentos
independentes.
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5.3 EGF e FGF2 néo alteram a producao de melanina

5.3.1 Anédlise qualitativa de melanogénese
Segundo Dong e colaboradores (2011) o FGF2 proveniente dos

queratinécitos exerce acdo sobre a proliferacdo de melanécitos e
consequentemente aumentam o0s niveis de melanina. Em concordancia,
estudos do nosso laboratorio mostram um aumento de células Mitf-positivas ao
serem tratadas as células da crista neural com EGF, o que poderia ser um
indicio de aumento de melanogénese. Por isso, analisamos o contetdo de
melanina das células B16F10 apos tratamento com EGF e FGF2.

Na andlise qualitativa da melanogénese é possivel observar, através de
fotografia, que ndo houve mudanca na producdo de melanina nas células de
melanoma murino tratadas com EGF 10ng/mL, EGF 100ng/mL e FGF2
10ng/mL. Nos controles positivos, IBMX e aMSH ¢é possivel observar um nitido
aumento na producdo de melanina pela pigmentacdo mais escura dos pellets
(Figura 6).
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Figura 6. Ensaio qualitativo de melanogénese nas células B16F10
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Fonte: Produzido pelo autor.

Nota: Fotografia dos pellets de melanoma B16F10. Ensaio de melanogénese
através da ruptura da membrana celular e sedimentacdo da melanina através
de centrifugacdes para avaliagdo da quantidade de melanina produzida pelas
células nos respectivos tratamentos: Controle, FGF2 (10ng/mL), EGF
(10ng/mL), EGF (100ng/mL), IBMX (50uM) e aMSH (10nM).

5.3.2 Anélise quantitativa de melanogénsese
A analise quantitativa da melanogénese corrobora a analise qualitativa,

ndo havendo diferenca estatistica entre o controle negativo e as células
tratadas com EGF 10ng ng/mL, EGF 100ng ng/mL e FGF2 10ng ng/mL.
Entretanto h4 um aumento significativo, de mais que 2 vezes na producédo de
melanina no controle positivo com aMSH e de quase 3 vezes no controle

positivo com IBMX (figura 7).
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Figura 7. Quantificacdo de melanina por espectrofotometria
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Fonte: Produzido pelo autor.

Nota: Grafico da analise quantitativa da melanina produzida pelas células de
melanoma murino B16F10 ao serem submetidas aos seguintes tratamentos:
Controle, EGF (10ng/mL), EGF (100ng/mL), IBMX (50uM), aMSH (10nM) e
FGF2 (10ng/mL). Os valores representam as médias + desvio padrao de
triplicatas de dois experimentos independentes.

5.4 Quantificacdo de Mitf por Western blotting

Dados anteriores do nosso laboratério demonstram que células da crista
neural tratadas com EGF diminuem a expresséao de FoxD3, um importante fator
de transcricao inibidor de Mitf, e aumenta o numero de células Mitf-positivas
(dados ainda néao publicados). De maneira semelhante, FGF2 pode estimular a
producdo de Mitf em melandcitos, através do aumento da transcricdo de Pax3
(Dong et al., 2011). Portanto, para corroborar 0os experimentos anteriores

obtidos em células de crista neural, foi realizada uma analise quantitativa de
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Mitf, por Western blotting, em células de melanoma murino B16F10 apds serem
tratadas com EGF e FGF2.

Como pode ser observado na figura 8 o anticorpo secundario ndo se
ligou de forma especifica no anticorpo primario anti-Mitf, aparecendo varias
bandas de proteinas apds a revelagdo. Por isso, experimentos adicionais para

padronizacao da técnica ainda serao realizados.

Figura 8. Teste colorimétrico de Ponceau e Western Blotting de Mitf
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Fonte: Produzido pelo autor
Nota: Figura obtida através da coloracdo de Ponceau evidenciando as bandas
transferidas e foto realizada com imunomarcagéo utilizando anticorpo anti-Mitf,

todas as bandas ficaram marcadas.
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6 Discussao

Segundo dados anteriores do nosso laboratorio, células da crista neural
quando tratadas com EGF ou FGF2 sofrem uma influéncia para diferenciarem-
se para o fen6tipo melanocitico. O EGF, nas células da crista neural, diminui a
expressdo de FoxD3, um repressor de Mitf, e aumenta a proliferacdo de células
Mitf-positivas (dados ainda ndo publicados). Ja o FGF2 aumenta a proliferacao
de progenitores pluripotentes (Bittencourt et al., 2013), além de também
diminuir a expressao de FoxD3 e aumentar o comprometimento dessas células
para o fenotipo melanocitico (Silva, 2017) Baseado no exposto, decidimos
avaliar os efeitos do EGF e do FGF2 em outro modelo derivado de crista
neural, o melanoma murino. Novas abordagens sdo necessarias para encontrar
novos medicamentos para o tratamento do melanoma, e esse processo passa
pela pesquisa béasica, que norteia a descoberta de novas terapias. O melanoma
pode servir como base para estudar as vias influenciadas por EGF e FGF2,
para servir de modelo a outros canceres que expressam 0s receptores destes
fatores.

Inicialmente verificamos a expressdo de Mitf nas células de melanoma
murino B16F10 pela técnica de imunofluorescéncia. Todas as células, na
condicdo controle, apresentaram a expressao do fator de transcricdo Mitf com
variagdo na intensidade de fluorescéncia. Portanto tornou-se necesséaria uma
andalise quantitativa da proteina através de Western blotting. No entanto, essa
técnica ainda ndo esta padronizada no LACERT. Durante o teste colorimétrico
foi possivel observar que as bandas estavam presentes ap0s a transferéncia
do gel de acrilamida para a membrana. Entretanto, houve marcacdes
inespecificas de todas as bandas presentes na membrana, e isto pode ter
acontecido por nao ter ocorrido inibicdo de sitios inespecificos durante o
bloqueio com leite.

Em seguida avaliamos se os fatores EGF e FGF2 influenciavam também
a proliferacdo do melanoma murino, por ensaio de MTS. Nas primeiras 24
horas nédo houve diferencas significativas do controle em relacdo a nenhum
grupo tratado. Em 48 horas houve um pequeno aumento na taxa de

proliferagdo dos grupos tratados com EGF 10ng/mL. Em 72 horas todos os
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grupos apresentam uma menor taxa de proliferacdo em relagdo ao controle,
com destaque para FGF2 com diminuicdo. Em 96 horas o controle mostra um
equilibrio em relacdo as células tratadas com EGF e apenas o grupo FGF2
apresenta uma constancia de aumento durante os dias de tratamento.

Segundo Mizuno (2005) os receptores EGFR sdo endocitados quando
ativados pelo fator de crescimento EGF e ubiquitinados para posterior
degradacdo nos lisossomos, importante para diminuicdo dos receptores e
consequente diminuicdo de ativacdo levando a um sinal de parada na
proliferacdo e na diferenciacdo da célula. Esse mecanismo pode explicar a
diminuicdo da proliferacdo em 72 horas nos grupos tratados com EGF.
Entretanto o EGF 0,01 ug/mL foi o que apresentou maior diferenca em 72
horas. Em 96 horas houve um leve aumento de viabilidade no tratamento com
FGF2, porém este aumento ndo foi pronunciado, o que poderia ser explicado
pela alta densidade das células na placa, tendo saturado o FGF2.

Apos as analises de proliferacdo, investigamos se o EGF e o FGF2
influenciavam de alguma forma na melanogénese das células de melanoma, ja
que em células da crista neural esses fatores influenciam no nimero de células
pigmentadas (Teixeira, 2011; Silva, 2017). Na analise qualitativa de melanina,
visualmente, é possivel identificar um aumento da melanogénese nos
tratamentos com IBMX e aMSH, utlizados como controles positivos.
Entretanto, ndo é possivel observar diferenca significativa entre o controle e os
grupos tratados com EGF e FGF2. A analise quantitativa de melanina valida os
resultados encontrados, com um aumento nos tratamentos com IBMX, de
quase 3 vezes, e aMSH, de mais de 2 vezes, porém sem alteracdo no
contetdo de melanina nas células de melanoma apés tratamento com EGF e
FGF2.

Com os resultados obtidos na melanogénese e na proliferacdo é
possivel observar que os tratamentos realizados com EGF e FGF2 néo tiveram
no melanoma os mesmo efeitos observados em células da crista neural. E
importante ressaltar que em melanomas a proteina supressora de tumor INK4A
estd mutada em uma taxa alta, proteina que é ativada por Mitf e leva a parada

do ciclo celular (Loercher et al., 2004), ou seja, mesmo uma superexpressao de
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Mitf nessas células ndo ativa INK4A, mantendo as células B16F10 em um alto
estado proliferativo. Por outro lado, os melandcitos apresentam duas isoformas
diferentes de Mitf, que pode ser positiva e negativa [(+) Mitf e (-) Mitf], diferindo
por 6 residuos na sua conformagéo. De acordo com Bismuth e colaboradores
(2005), (+) Mitf possui uma capacidade inibitéria da sintese de DNA diminuindo
a capacidade proliferativa das células, por outro lado (-) Mitf ndo exerce esse
bloqueio e sua expressdao estd relacionada com uma pausa no
desenvolvimento de melanoblastos, o que inibe a melanogénese. Portanto, a
regulacdo pos-transcricional pode estar atuando e favorecendo uma das
isoformas nas células de melanoma.

Os resultados em melandcitos de crista neural evidenciam uma
influéncia de EGF na melanogénese e de FGF2 na manutencdo de
progenitores melanociticos, sendo que estes resultados ndo foram
comprovados em células de melanoma B16F10. Devido as células de
melanoma possuirem as vias de sinalizacdo moleculares alteradas, fatores de
crescimento podem perder, ou terem suas funcbes principais alteradas e
atuarem em outras vias. Por isso, mais estudos sdo necessarios para entender
o papel de EGF e FGF2 na resisténcia de células aos tratamentos utilizados

em terapias recentes para melanomas.
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7 Conclusbes

- O tratamento de células B16F10 com EGF apresentou pequena variacao na
viabilidade celular em 48 horas e posterior diminuicdo da viabilidade em 96
horas, em relacdo ao controle.

- O tratamento de células B16F10 com FGF2 apresentou ligeiro aumento na
viabilidade celular apenas em 96 horas.

- Nao houve diferenca significativa na melanogénese das células B16F10 apés
tratamento com EGF e FGF2.

- Nao foi possivel quantificar o fator de transcricdo Mitf por Western blotting.

- Com estes experimentos pode-se observar que o melanoma ao ser tratado
com o EGF e FGF2 néo apresenta os mesmos resultados que os tratamentos

em modelo de crista neural.
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