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RESUMO

Melanoma cutaneo € um tipo de cancer de pele sendo considerado
agressivo devido sua evolugdo rapida, alta predisposicao para metastase e a
baixa eficacia dos atuais tratamentos em estagios avancados. O mau
prognéstico resulta principalmente da resisténcia intrinseca aos
guimioterapicos com a capacidade de conferir resisténcia a multiplas drogas
(MDR). Dentre os diversos mecanismos relacionados ao fenétipo de MDR, o
melhor caracterizado envolve a expressdo da superfamilia de
transportadores do tipo ABC, dependente de ATP, identificados como
facilitadores do efluxo de drogas. Nesse contexto, torna-se importante a
busca de modelos que possibilitam compreender o comportamento da célula
e do microambiente tumoral. Os modelos de cultura tridimensionais tém sido
propostos por mimetizar o microambiente tumoral através da interagédo
célula-célula e célula-matriz extracelular. Diante disso, este estudo analisou
o perfil de expressao dos transportadores ABCB1, ABCB5 e ABCBS8 nas
células de melanoma cutaneo humano em modelo de cultura tridimensional
através da formacdo de esferdides. Células de melanoma cutaneo das
linhagens A-375 e SKMEL-37 foram cultivadas em monocamada e
posteriormente foram utilizadas para a formacao dos esferdides utilizando 3
métodos diferentes: 1) cultura em placa com a superficie revestida com
agarose; 2) cultura em gotas suspensas; 3) cultura em placas com superficie
nao aderente. A andlise da expressao dos genes ABCB1, ABCB5 e ABCBS8
foi realizada através de RT-PCR e a visualizacdo dos amplicons foi feita por
eletroforese em gel de agarose. Reacdes de RT-PCR em tempo real foram
realizadas para a quantificacdo da expressdo desses genes utilizando o
método AACT. A analise dos dados foi realizada através de One Way
ANOVA, seguida de poés-teste de Tukey (p<0.05). Nossos resultados
demonstraram que o modelo de cultura celular tridimensional em placas com
a superficie ndo aderente foi a técnica mais eficaz, simples de executar e de
alto rendimento para a formacdo dos esferdides. Através da RT-PCR
observamos que o gene ABCB5 néo foi expresso nas linhagens celulares
estudadas e este dado foi confirmado na RT-PCR em tempo real. Os genes
ABCB1 e ABCB8 foram expressos tanto nos esferdides formados pelas
células A-375 quanto SKMEL-37. Nessas duas linhagens celulares
observamos que ha um aumento significativo da expressdo dos genes
ABCB1 e ABCB8 ao término de 07 dias de incubacdo em relacdo ao
controle. Estes achados nos mostram que o modelo de cultura tridimensional
através da formacéo dos esferdides proporcionou a analise da expressao
dos transportadores ABCB1, ABCB5 e ABCBS8, sendo estes associados a
atividade de resisténcia a drogas em melanoma cutaneo humano.

Palavras-Chave: Cultura celular tridimensional, Esferdides, Melanoma
cutaneo, Resisténcia a multiplas drogas, Transportadores ABC.
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ABSTRACT

Cutaneous melanoma is a type of skin cancer being considered aggressive
due to its rapid evolution, high predisposition to metastasis and the low
effectiveness of current treatments in advanced stages. Poor prognosis
results mainly from the intrinsic resistance to chemotherapy with the ability to
confer resistance to multiple drugs (MDR). Among the several mechanisms
related to the MDR phenotype, the best characterized involves expression of
the superfamily of ATP-dependent ABC transporters, identified as facilitators
of drug efflux. In this context, it becomes important to search for models that
make it possible to understand the behavior of the cell and the tumor
microenvironment. Three-dimensional culture models have been proposed
by mimicking the tumor microenvironment through cell-cell and extracellular
matrix-cell interaction. Therefore, this study analyzed the expression profile
of the ABCB1l, ABCB5 and ABCBS8 transporters in human cutaneous
melanoma cells in a three-dimensional culture model through the formation of
spheroids. Cutaneous melanoma cells from the A-375 and SKMEL-37
lineage were cultured in a monolayer and later were used for spheroid
formation using 3 different methods: 1) agarose-coated plate culture; 2)
culture in hanging drop; 3) culture in plate with non-adherent surface.
Expression analysis of the ABCB1, ABCB5 and ABCB8 genes was
performed by RT-PCR and visualization of the amplicons was done by
agarose gel electrophoresis. Real-time RT-PCR reactions were performed for
the quantification of the expression of these genes using the AACT method.
Data analysis was performed through One Way ANOVA, followed by Tukey
post-test (p<0.05). Our results demonstrated that the three-dimensional cell
culture model in plate with the non-adherent surface was the most efficient,
simple to perform and high efficiency technique for spheroid formation.
Through RT-PCR we observed that the ABCB5 gene was not expressed in
the cell lines studied and this data was confirmed in real time RT-PCR. The
ABCB1 and ABCBS8 genes were expressed on the spheroids formed by cells
A-375 and SKMEL-37. In these two cell lines we observed that there is a
significant increase in the expression of the ABCB1 and ABCB8 genes at
time 07 in relation to the control. These findings show that the three-
dimensional culture model through spheroid formation provided expression
analysis of the ABCB1, ABCB5 and ABCBS8 transporters, which are
associated with drug resistance activity in human cutaneous melanoma.

Keywords: ABC transporters, Cutaneous melanoma, Resistance to multiple
drugs, Three-dimensional culture, Spheroids.
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1. INTRODUGAO

1.1Pele humana

A pele, o maior 6rgédo do corpo humano, € composta pela epiderme e
derme. Além disso, possui um tecido adiposo subcutaneo, denominado
hipoderme (figura 1) (BANDARCHI et al., 2013). Essas camadas promovem
uma barreira mecanica no organismo com 0 meio ambiente e exercem
diversas outras funcdes, tais como: regulacdo da temperatura corporal;
producdo de vitamina D; funcBes sensoriais; protecdo contra lesdes por
radiacao ultravioleta, reagentes toxicos e infeccbes (SANCHEZ et al., 2014;
SADOZAI et al., 2017; ROSS et al., 2018).

Células
escamosa

AN

Epiderme }»Epiderme
—Derme
Melanécito R ;
Glandula — Q -Hipoderme
sudoripara ¥ |
i Vaso
Células basal sanguineo Glandula
. Vaso sudoripara
Foliculo 5 T
. linfatico
capilar

Figura 1: Organizacdo histologica da pele humana. Representacdo das camadas que
formam a pele e os diferentes tipos celulares que compdem essas camadas. Imagem
adaptada de AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016.

A epiderme € a camada mais externa da pele, compacta e
praticamente impermedavel, formando a primeira barreira fisica contra
agentes externos (BROHEM et al.,, 2014). A estrutura da epiderme é
constituida por trés tipos celulares principais: células escamosas, células

basais e melandcitos. As células escamosas (queratindcitos) estdo
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localizadas na parte externa da epiderme. As células basais estdo na parte
inferior da epiderme e dividem-se frequentemente para formar novas células
a fim de substituir as células escamosas que desgastam na superficie da
pele. Os melandcitos estédo localizados na camada basal da epiderme, sao
células dendriticas derivadas da crista neural embrionarias (melanoblastos)
e possuem a capacidade de produzir melanina, o pigmento marrom que da
cor a pele e a protege contra os efeitos nocivos da radiacdo ultravioleta
(BANDARCHI et al., 2013; SANCHEZ et al., 2014; SANDRU et al., 2014;
AVILA et al., 2016; ROSS et al., 2018).

1.2 Cancer

O céancer compreende uma série de doencgas, cuja caracteristica
principal € a perda do controle normal da proliferacdo e crescimento celular.
Isso leva a desdiferenciacao celular, crescimento desordenado (maligno) de
células que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se para outras
regibes do corpo (metéstase). As células cancerigenas se dividem mais
rapidamente do que as normais e com o tempo, podem se acumular umas
sobre as outras, formando uma massa de tecido chamado tumor.
Atualmente, o céancer representa a segunda maior causa isolada de
mortalidade no mundo (SAMPIERI; FODDE, 2012; INCA, 2018).

Sistemas de reparo do DNA estdo presentes em todas as células,
protegendo essa molécula contra os danos que ocorrem constantemente.
Normalmente ha um equilibrio entre proliferacédo celular, diferenciacao e
apoptose. Entretanto, as células cancerigenas nao respondem aos
mecanismos que inibem o crescimento e a divisao celular, pois ha mutacdes
no genoma celular que controla esses processos. Essas mutagcdes podem
ser devido a erros espontaneos na replicacdo do DNA, radiacéo,
carcindgenos quimicos ou virus (PELTOMAKI, 2012). Essas alteracoes
genéticas podem ser herdadas ou adquiridas somaticamente em
consequéncia de processos enddgenos ou da exposicdo aos varios fatores
externos, tais como fatores ambientais, habitos ou costumes préprios de um

ambiente social e cultural. Esses fatores causais podem interagir de varias
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formas, aumentando as chances de transformacao de uma célula normal em
célula cancerigena (YATES; CAMPBELL, 2012; SINGH; SALAMA, 2016).

O modelo classico para explicar os mecanismos de carcinogénese € o
da iniciacdo, promocédo e progressao. O processo € iniciado em uma unica
célula por meio de estimulos que irdo gerar alteragBes genotipicas. Essas
mutacOes podem comprometer 0s mecanismos que regulam o crescimento e
desenvolvimento celular. A fase de promoc¢do consiste em mdltiplas e
sucessivas expansofes clonais, sendo guiadas pelo acumulo de alteracdes
do genoma, ocorrendo, assim, a transferéncia do material genético contendo
mutacdes para as células-filhas. Apés a fase de promocgéo, ocorre a fase da
progressao, na qual varias células possuem potencial de invasédo tecidual e
formacdo de metastase. Nessa fase, as células cancerigenas irdo se
estabelecer, crescendo e interagindo com células do microambiente tumoral
(SEKULIC et al., 2008; YATES; CAMPBELL, 2012; SIENA, 2016).

1.3 Cancer de pele

O céancer de pele é o tipo mais comum de cancer em humanos,
apresentando distribuicdo universal. Trata-se do cancer mais frequente no
Brasil, correspondendo a 30% dos casos de tumores malignos registrados
no pais (INCA, 2018). Como a pele é constituida por diferentes células, este
tipo de cancer é classificado de acordo com as células que dao origem a
neoplasia. De modo geral, o cancer de pele pode ser classificado em dois
tipos: ndo melanoma e melanoma. O cancer de pele ndo melanoma possui
origem principalmente em células escamosas ou em células basais, sendo
estes denominados como carcinoma de células escamosas e carcinoma de
células basais, respectivamente (MADAN et al., 2010; BANDARCHI et al.,
2013; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

Entre os tipos de cancer de pele, o tipo ndo melanoma é o de maior
incidéncia e se detectado precocemente, apresenta altos percentuais de
cura e baixa mortalidade (INCA, 2018). O melanoma surge a partir de
células melanociticas (células que produzem pigmento), na qual estédo

localizadas na camada basal da epiderme (BANDARCHI et al., 2013).
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1.4 Melanoma

O melanoma €é uma neoplasia maligna originada atravées da
proliferacdo descontrolada dos melandcitos, que sdo células que se
encontram principalmente na pele e nos olhos e, em menor grau, em uma
ampla gama de tecidos corporais, sendo responsaveis pela producdo de
melanina (SHAIN; BASTIAN, 2016). Sendo assim, o melanoma envolve
principalmente a pele, mas também podem surgir nos olhos (conjutiva puvea
e corpo ciliar), meninges e em diversas superficies de mucosas (GARBE,
2010). Alguns melanomas néo produzem melanina e podem aparecer rosa,
bronzeado ou mesmo branco, sendo caracterizados como amelanoticos
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

Os melanécitos sdo células dendriticas origindrias de células
pluripotentes da crista neural embrionaria que gradualmente durante o
desenvolvimento se tornam da linhagem especifica e migram para a camada
basal da epiderme onde amadurecem e produzem a melanina (BANDARCHI
et al., 2013; ROSS et al., 2018; SADOZAI et al., 2017).

A melanina além de ser um pigmento que determina a cor da pele,
desempenha um papel crucial na protecdo da pele contra a radiacdo solar
ultravioleta (SADOZAI et al., 2017).

Modelos de progressao tumoral mostram que a melanogénese é um
processo durante o qual os melandcitos normais sofrem hiperplasia e
posteriormente displasia, evoluindo para neoplasia (MARKOVIC et al., 2007,
BRECHTBUHL, 2014).

E caracterizado como fase radial do crescimento o inicio do
desenvolvimento dessa neoplasia, onde as células tendem a crescer
horizontalmente entre as camadas da derme e epiderme, ndo apresentando
potencial para metastase e caracterizando o0s melanomas in situ.
Posteriormente, essas células invadem a derme subjacente, formando
ninhos celulares e caracterizando a fase vertical do crescimento. E nessa
fase em que as células adquirem capacidade invasdo vascular a linfatica,

bem como potencial para metastase (figura 2) (BRECHTBUHL, 2014).
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Figura 2: Estagios da progressdo tumoral do melanoma. Os melanécitos normais sofrem
hiperplasia (nevus benigno) e este aumento do numero de células desencadeia uma
displasia. Posteriormente, o nevus formado evolui para neoplasia, com potencial para
metastase. Adaptado de VULTUR & HERLYN, 2013.

As células de melanoma sado caracterizadas por instabilidade genética
e alta capacidade de migrar para tecidos circundantes, portanto, o0
melanoma tem uma grande propensao a disseminacdo. A metastase é um
processo complexo e as taxas de sobrevivéncia do melanoma metastatico
sao baixas (<15%) (BANDARCHI et al., 2013; ROSS et al., 2018). Estudos
tém demonstrado que o melanoma tem disseminacdo por via linfatica e
hematogénica de forma simultdnea, com potencial para metastase em
qualquer 6rgdo, mas em porcentagens diferentes: pele (10-60%), pulméo
(10-40%), linfonodos extra-regionais (5-35%), tecido subcutaneo (5-35%),
figado (14-20%), osso (4-17%), trato gastrointestinal (1-8%), pancreas (3%),
coracgdao, rim, tireoide e Gtero (<1%) (SANDRU et al., 2014).

1.4.1 Etiologia

O melanoma cutaneo € uma doenca multifatorial e os mecanismos
que conduzem a transformacdo maligna de melandcitos ainda sdo pouco
compreendidos. No desenvolvimento de melanoma maligno, existe uma
interacdo entre fatores exdgenos (ambientais) e enddgenos (genéticos e
imunologicos) (SANCHEZ et al., 2014).

Os fatores exdgenos associados ao desenvolvimento do melanoma
sdo: historia prévia de melanoma, histérico familiar de melanoma, tom de
pele, idade, sexo, imunossupressdo, cicatrizes, exposicdes quimicas,

xeroderma pigmentoso e presenca aumentada de nevos (lesbes benignas
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dos melandcitos) (UONG; ZON, 2010; RASTRELLI et al., 2014; SADOZAI et
al., 2017). O principal fator de risco exdgeno é a radiacdo solar UV, bem
como raios UV de camas de bronzeamento (SHAIN; BASTIAN, 2016).

Como 70% dos melanomas se desenvolvem a partir de melandcitos
da pele normal, seu desenvolvimento € resultado de mdultiplas e progressivas
alteracbes no DNA celular, que podem ser causadas por diversos
mecanismos, tais como: ativacdo de proto-oncogenes, por mutacdes ou
delecdes de genes supressores de tumor ou por alteragdo estrutural dos
cromossomos. Consequentemente, esses melandcitos malignos podem
proliferar e se disseminar (FILIPPIN, 2013; AVILA et al., 2016).

1.4.2 Incidéncia

O melanoma cutaneo representa um problema de saude publica em
muitos paises porque sua incidéncia aumentou de forma constante nos
altimos 30 anos e as estatisticas estimam a duplicacdo de incidéncia a cada
10-20 anos (SANDRU et al., 2014). Além disso, as opcdes terapéuticas
atuais sao ineficazes para muitos pacientes (SAMPLE; HE, 2018).

No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer, o tipo de cancer
mais incidente em ambos 0s sexos para 0 ano de 2018 sera o de pele néo
melanoma. Quanto ao melanoma, representa apenas 4% do total de
doencas malignas cutéaneas. Entretanto, apesar de ter uma incidéncia
relativamente baixa, assume grande importancia devido ao seu elevado
potencial de gerar metastase e a sua letalidade (SINGH; SALAMA, 2016;
INCA, 2018). As maiores taxas estimadas encontram-se na regido do Sul do
pais, acometendo principalmente pessoas do sexo masculino (INCA, 2018).

As taxas de incidéncia e mortalidade sdo mais elevadas entre os
adultos mais velhos (55-84 anos). No entanto, 0 melanoma é o cancer mais
comum em adultos jovens de 25 a 29 anos (JOHNSON et al., 2017).

De acordo com a Sociedade Americana de Cancer, estima-se 91.270
novos casos de melanoma nos Estudos Unidos em 2018 e cerca de 9.320
casos de mortalidade (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).
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A Organizacdo Européia do Céncer estima que as taxas de
mortalidade por melanoma diminuam apenas em 2050, desde que sejam

desenvolvidos tratamentos terapéuticos mais eficazes (SAMPLE; HE, 2017).

1.4.3 Aspectos clinicos do melanoma

O melanoma apresenta uma sequéncia de etapas bem definidas por
evidéncias clinicas e histopatolégicas, progredindo de lesdes proliferativas
benignas, passando por melanomas primarios sem evidéncia de metastase,
chegando a lesdes invasivas primarias e finalmente metastase (DAMSKY et
al.,, 2014). O melanoma é classificado em quatro principais subtipos
histoldgicos, sendo eles: melanoma expansivo superficial (MES), melanoma
nodular (MN), melanoma lentiginoso acral (MLA) e melanoma lentigo
maligno (MLM). No entanto, nos ultimos anos varios novos subtipos clinicos
também foram definidos. Estes incluem o melanoma desmoplasico (DM). O
sistema de classificagdo que depende de caracteristicas clinicas e
morfolégicas produz pouco valor de progndstico, entretanto, serve como
uma estratégia Gtil na identificagdo das varias formas histologicas da doenca
(VIROS et al., 2008; BASTIAN, 2014).

O melanoma expansivo superficial (MES) € o subtipo mais frequente,
representando 70% de todos os casos. E comum a presenca nas regides do
tronco, costas e extremidades. O MES apresenta-se como uma leséo plana
ou ligeiramente elevada com pigmentacdo variavel, como castanho, preto,
réseo, violeta, hipopigmentacdo central. Possui uma evolugdo crbnica e 0s
melandcitos malignos podem se propagar lateralmente em toda a epiderme,
surgindo nédulos elevados e sangramento, 0 que caracteriza o estadio mais
avancgado de crescimento vertical (figura 3A) (SCOLYER et al., 2011).

O melanoma nodular (MN) é o segundo mais frequente (15-35%).
Acometem preferencialmente a regido da cabeca e no pescoc¢o. Apresenta-
se como um noédulo crescente, de coloracdo homogénea enegrecida ou
marrom-avermelhada e ocasionalmente ulceram-se e sangram. Podem ser
amelandticos em até 40% dos casos, representando um desafio no

diagndsico, uma vez que é, nesta situagao, frequentemente confundido com
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tumores benignos e lesdes vasculares. Nao ha fase prévia de crescimento
radial e possui um crescimento vertical agressivo (figura 3B) (MCCOURT et
al., 2014).

O melanoma lentiginoso acral (MLA) € o tipo histolégico mais
agressivo dentre os melanomas, mais frequente em individuos né&o

caucasianos. Sdo maculas acastanhadas que se localizam na palma das

maos, planta dos pés, extremidades das digitais, sob as unhas e mucosas
(figura 3C) (BANDARCHI et al., 2010).

Figura 3: Caracteristicas clinicas do melanoma. A) Melanoma expensivo superficial (MES),
caracterizado por ser uma lesdo plana, com bordas irregulares e variagbes de cor. B)
Melanoma nodular (MN), apresenta-se como um nédulo de coloracdo enegrecida ou
marrom-avermelhada. C) Melanoma lentiginoso acral (MLA) sob a unha, caracterizado por

uma coloracdo marrom-enegrecida. Adaptado de SADOZAI et al., 2017.

O melanoma lentigo maligno (MLM) é pouco frequente (5-15%), mais
comum em idosos e localiza-se em regides que sdo expostas ao sol de
maneira prolongada, como cabe¢a e pescoco. Apresenta-se na cor
acastanhada ou enegrecida (figura 4) (SCOLYER et al., 2011).
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Figura 4: Caracteristica clinica do melanoma lentigo maligno (MLM). Este tipo de lesdo
melanocitica é plana, apresenta coloragdo variada com multiplos tons de castanho-claro a
tons enegrecidos e bordas irregulares. DERMIS, 2018.

O melanoma desmoplasico (DM) € uma forma rara de melanoma que
compreende apenas 4% de melanomas primérios. Caracterizado por
proliferacdo invasiva de células fusiformes na derme e graus variados de
deposicao estromal de coladgeno (desmoplasia). Apresenta-se principalmente
na regido da cabeca e pescoco de individuos idosos e esta associado a
maior probabilidade de recorréncia, mas menor possibilidade de gerar
metastase. Seu aspecto clinico € extremamente varidvel. Mais comumente
apresenta-se como uma papula ou nodulo ndo pigmentado, de aparéncia
que ndo provoca dano fisico. Devido as suas caracteristicas clinicas
inespecificas, o diagnéstico muitas vezes é tardio (figura 5) (FERREIRA et
al., 2015).

Figura 5: Aspecto clinico do melanoma desmoplasico (DM). Lesdo apresentada como
papulas amelandticas na regido do ombro, area que é frequentemente fotoexposta.
BARCAUI & MOURA, 2010.
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1.4.4 Estadiamento

~

Denomina-se estadiamento o processo seguinte a identificacdo da
lesdo. E o principal critério para definir o tamanho do tumor e o tratamento
que serd realizado (MENDES, 2014).

O estadiamento do melanoma baseia-se na mais recente versdo do
American Joint Committee on Cancer (AJCC). Sdo avaliadas caracteristicas
do tumor (T), dos linfonodos (N) e das metastases (M) (sistema TNM) (tabela
1) (BRECHTBUHL, 2014; BRIERLEY et al., 2017; GERSHENWALD et al.,
2017).

Tabela 1: Sistema de categorias TNM para o melanoma cutaneo
CLASSIFICAGCAO

T Espessura (mm) Ulceragdo ou mitoses
Tin situ N3o aplica Ndo aplica
T1 <1mm a:sem ulcera¢do ou mitoses < 1/mm?

b: com ulceragdo ou mitoses > 1/mm?

T2 1,01-2 mm a:sem ulceragdo
b: com ulceragdo

T3 2,01-4mm a:sem ulceragdo
b: com ulceragdo

T4 >4,0mm a:sem ulceragdo
b: com ulceragdo

N Numero de linfonodos metastaticos Tipo de metastase linfonodal
NO 0 Ndo aplica
N1 1 a: micrometdstase®

b: macrometastase®*

N2 2-3 a: micrometdstase*
b: macrometastase®*

c: metastases em transito sem
linfonodos positivos

N3 2 4 linfonodos acometidos ou agrupamento de
linfonodos ou metastases em transito com
linfonodos positivos

M Local DHL sérica

MO Sem metastase a distancia Ndo aplica
M1a Pele, subcutaneo ou linfonodos a distancia Normal
M1b Pulmdo Normal
Milc Qutras metastases viscerais Normal
Qualguer metdastase a distancia Elevada

(*) Micrometastases sdo diagnosticadas apds a bidpsia do linfonodo sentinela. (**)
Macrometastases sao metastases linfonodais clinicamente detectadas e confirmadas
histopatologicamente. Adaptado de BALCH et al., 2009.
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Tumor (T): pelo sistema TNM, o T acompanhado de um namero (0 a
4) é usado para descrever o tamanho do tumor primério. Pode também ser
atribuida uma letra mindscula "a" ou "b" com base do indice mitético e na
ulceracdo. O indice mitotico é determinado pelo numero de células no
processo de divisao (mitose) em uma determinada quantidade de tecido de
melanoma. Um maior indice mitético representa maior probabilidade da
doenca se disseminar. Ulceracdo € uma ferida da pele sobre o melanoma.
Melanomas ulcerados tendem a ter um pior prognostico (BRIERLEY et al.,
2017; GERSHENWALD et al., 2017)

Linfonodo (N): o N no sistema TNM representa os linfonodos regionais
e também é atribuido a ele um numero (0 a 3), que indica se as células de
célula disseminaram para os ganglios linfaticos. Pode também ser atribuida
uma letra mindscula "a", "b" ou "c", conforme descrito no quadro 1
(BRIERLEY et al., 2017; GERSHENWALD et al., 2017).

Metastase (M): no sistema TNM, o M indica se a doenca se
disseminou para outras partes do corpo (BRIERLEY et al, 2017,
GERSHENWALD et al., 2017).

De acordo com os dados obtidos pelo sistema TNM, o paciente sera
enquadrado no estadiamento clinico que é denominado somente para
aguele em que os linfonodos regionais foram avaliados apenas por exame
clinico e/ou radiologico e o estadiamento patolégico quando os linfonodos
regionais foram analisados microscopicamente, apos linfadenectomia parcial
ou completa (tabela 2). Os estadiamentos clinicos e patologicos
categorizam, portanto, 0 melanoma em quatro estadios: 0 (tumor primario
nao identificado ou houve regresséo total); | e Il (melanoma localizado sem
evidéncia de metastase); Il (metastases regionais); IV (metastases
distantes) (BRECHTBUHL, 2014; BRIERLEY et al., 2017; GERSHENWALD
et al., 2017).
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Tabela 2: Estadiamento clinico e histopatol6gico do melanoma cutaneo

ESTADIAMENTO CLINICO

T N M

0 Tis NO MO

1A Tla NO MO

1B Tib NO MO

T2a NO MO

A T2b NO MO

T3a NO MO

B T3b NO MO

T4a NO MO

IIC Tab NO MO

1] Qualquer T N > NO MO

v Qualquer T Qualquer N M1
ESTADIAMENTO HISTOPATOLOGICO

T N M

0 Tis NO Mo

1A Tla NO Mo

IB Tib NO MO

T2a NO Mo

1A T2b NO MO

T3a NO MO

B T3b NO MO

T4a NO Mo

IIC T4b NO Mo

A Tl-4a Nla MO

T1-4a N2a Mo

1B T1-4b Nla MO

T1-4b N2a MO

T1-4a N1b MO

Tl-4a N2b Mo

T1-4a N2c Mo

e T1-4b N1b MO

T1-4b N2b MO

T1-4b N2c MO

Qualquer T N3 MO

\% Qualquer T Qualquer N M1

O estadiamento clinico consiste na analise de linfonodos regionais por avaliagdo clinica e
radiologica para metastases. O estadiamento histopatoldgico é caracterizado pela pesquisa
histopatolégica dos linfonodos regionais. Os pacientes com estadios 0 ou IA séo excecao e
nao requerem avaliacdo patoldgica dos linfonodos. Adaptado de BALCH et al., 2009.

1.4.5 Diagnéstico

O diagnéstico precoce do melanoma cutaneo € vital, pois a taxa de
sobrevivéncia por 5 anos em pacientes diagnosticados com melanoma de
fase | representa 91-95% dos casos, enquanto nas demais fases a sobrevida
no mesmo periodo é menor, sendo: fase Il (45-79%), fase Il (30-70%) e fase
IV (10-20%) (BRECHTBUHL, 2014; KOOLEN et al., 2017).
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O diagndstico baseia-se na anamnese e exame fisico com andlise da
lesédo através de um dermatoscoépio. As lesdes consideradas suspeitas sdo
as gue preenchem os critérios conhecidos por ABCDE, sendo A: assimetria;
B= bordas irregulares; C= coloracdo mista; D= diametro maior ou igual a 5
mm; E= elevacéol/irregularidades na dimensé&o (figura 6). Diante de uma
lesdo suspeita, deve-se realizar a biopsia e a analise histopatoldgica para
definic&o do tipo, estadio e progndstico da neoplasia (AVILA, 2016).

Borda Diametro
Assimetria irregular (>6 mm)

Evoldgéd

Figura 6: Critérios ABCDE para diagnéstico do melanoma cutaneo. No melanoma as lesdes
podem se apresentar: Assimeétricas, Bordas irregulares, Cores multiplas, Diametro maior
que 6 mm e Evolucdo da lesédo. Adaptado de CLINICA PRIETO LUNA, 2010.

Usualmente, deve-se suspeitar de melanoma aquela leséo
melanocitica de aparecimento abrupto ou que apresentou alteracdes clinicas
recentes. Sinais de alerta como crescimento da lesdo, alteracdo de cor
(escurecimento ou clareamento), modificacdo na superficie ou presenca de
sintomas devem salientar a suspeita da doenca (MARKOVIC et al., 2007).

Em comparacdo com as neoplasias internas, o diagnostico do

melanoma € considerado um processo relativamente rapido, com baixo
custo e nédo invasivo (RASTRELLI et al., 2014).
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1.4.6 Prognéstico

Considerando a diversidade clinica e heterogeneidade biolégica do
melanoma, novas ferramentas de diagnostico para detectar a doenca e
prognostico mais precoces Ss80 necessarias para identificar mais
precisamente os pacientes em risco (ROSS et al., 2018).

O Nivel de Clarck foi desenvolvido por Wallace H. Clark Jr. em 1969,
onde é realizada uma avaliacdo histopatolégica que permite correlacionar
com o prognéstico da doenca. Ele propds a subdivisdo do melanoma em
cinco niveis anatbmicos: melanoma nivel | acomete apenas a epiderme, o
nivel Il acomete a derme papilar, o nivel Ill compromete a interface entre a
derme papilar e a reticular, o nivel IV acomete a derme reticular e por fim, o
nivel V acomete o tecido subcutaneo (figura 7). Segundo Clark, quanto maior
a profundidade de acometimento pelas células neoplasicas, maiores as
chances de disseminacdo da doenca (BALCH et al., 2009; MICHALANY,
2014).

Camadas da Pele | Nivel de Clark | Il 1] 1\ Vv

Epiderme

Derme Papilar

Derme Reticular

Hipoderme

Figura 7: Desenho esquematico do Nivel de invasdo do melanoma cutdneo desenvolvido
por Clark referente a localizagdo do tumor em relacdo as camadas histologicas da pele.
Adaptado de HALE, 2013.

No ano seguinte, Alexander Breslow propds o indice de Breslow, uma
nova maneira de classificar o melanoma. Trata-se da medida em milimetros
de espessura do tumor desde a parte superior do estrato granuloso da

epiderme até a hipoderme. Nos casos de melanoma com ulceracdo, a
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medida é feita a partir da base da Ulcera até a célula presente mais
profundamente na invaséo (figura 8). O indice de Breslow apresenta maior
reprodutibilidade e melhor correlacdo com o prognéstico quando comparado
com os niveis de Clark (SANTOS; OLIVEIRA, 2014).

Breslow
0,75 mm

0,76 =1,5mm

1,6 -3,0mm

>3,0mm

Figura 8: Desenho esquematico das camadas da pele de acordo com a espessura do tumor
em milimetros segundo o indice de Breslow. Adaptado de HALE, 2013.

De modo geral, o0 melanoma possui bom progndstico, com altas
possibilidades de cura, quando diagnosticado em estadio inicial, razdo pela
qual a prevencdo e o diagnodstico precoce assumem papel importante
(AVILA et al., 2016).

1.4.7 Modalidades de tratamento

O tratamento do melanoma varia de acordo com o estadiamento da
lesdo e de seu tipo. Para os melanomas diagnosticados precocemente, a
excisdo cirargica com ampla margem de seguranca é o tratamento de
escolha, com a retirada do linfonodo sentinela, minimizando assim as
chances de metastase (RODRIGUES, 2014). Contudo, para as fases mais
adiantadas da doenca, na fase metastatica, a chance de cura é pequena.

Isso ocorre devido a resisténcia terapéutica convencional (SINGH; SALAMA,
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2016). Em geral, o melanoma tem baixa sensibilidade aos agentes
citotoxicos e pode desenvolver o mecanismo de resisténcia a mdltiplas
drogas, o que dificulta a eficacia do tratamento (RORIGUES, 2014; ROSS et
al., 2018).

Explorar oportunidades para diminuir o indice de mortalidade por este
cancer é totalmente necessario. Portanto, avangos recentes na terapia nas
areas de genética, imunologia e biologia molecular ofereceram melhorias na
sobrevida para alguns pacientes, uma vez que permite que o individuo
responda de forma especifica a terapia (RASTRELLI et al.,, 2014,
JOHNSON, 2017).

O melanoma tem se destacado nos estudos da imunoterapia por
apresentar resisténcia ao tratamento quimioterapico. Tal resisténcia esta
relacionada ao seu perfil imunogénico, sendo necessaria a reformulacéo do
sistema imunolégico para que ele possa reconhecer e destruir as células
cancerigenas (SANLORENZO et al., 2014; KEgE; MCARTHUR, 2016).
Atualmente, tais abordagens podem ser demonstradas a partir das terapias
baseadas em citocinas, tais como a administracdo de Interferon-a e
Interleucina-2 (BENDER et al., 2016).

Avancos na biologia molecular tém contribuido significativamente para
o tratamento do melanoma, principalmente através da inibicdo do gene
BRAF. Este gene estid presente em 40-70% dos melanomas, levando a
ativacdo e a proliferacdo celular descontrolada. Vemurafinib e Dabrafenib
sao inibidores BRAF especificos para melanomas e tém sido utilizados em
terapias, juntamente com outras terapias direcionadas (MAVERAKIS et al.,
2015).

A sobrevivéncia dos pacientes com melanoma cutaneo pode ser
maior somente através de um esforco conjunto envolvendo uma deteccao
precoce, processo de estadiamento completo, tratamento adequado e um
acompanhamento cuidadoso para detectar o aparecimento de metastase
(BANDARCHI et al., 2010; SADOZAI et al., 2017).
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1.5 Mecanismos de resisténcia a multiplas drogas (MDR)

A quimioterapia é uma das abordagens mais eficazes para o
tratamento de muitos tipos de tumores malignos, especialmente nos casos
de cancer metastaticos (CHEN; GOTTESMAN, 2006). A eficacia da
quimioterapia € um dos principais desafios no tratamento do cancer para
alcancar a remissdo duradoura e uma cura definitiva (BEGICEVIC;
FALASCA, 2017).

O tratamento do melanoma em estagios mais avancados € bastante
dificil, porgque as células geralmente sdo resistentes as terapias
convencionais, como radioterapia e quimioterapia (CHEN et al., 2009). A
quimiorresisténcia é o principal obstaculo na eficacia das terapias contra o
cancer, pois permite que as células cancerigenas sobrevivam ao tratamento
e proliferem descontroladamente, levando a células com um fendtipo mais
agressivo, que sdo mais capazes de gerar metastase para outros Orgaos.
Atualmente, nenhuma terapia tem 100% de eficacia, pois a resisténcia a
drogas limita o potencial tanto dos agentes quimioterapicos convencionais,
guanto dos novos agentes biologicos (GERETTO et al., 2017).

As drogas antineoplasicas geralmente sdo administradas
sistemicamente, portanto, ocorre a absorcao, distribuicdo, metabolismo e
liberacdo nos tecidos-alvos onde serd ativada, provocando um dano celular
que poderd levar a morte celular (figura 9). Porém, nos casos de
quimiorresisténcia, a farmacocinética e farmacodinamica da droga pode
sofrer variacoes, dificultando sua acdo em gerar morte celular no tumor
(SZAKACS et al., 2006; KACHALAKI et al., 2016).
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Figura 9: Principios da farmacocinética e farmacodindmica da droga. Os fatores
farmacocinéticos (FC), tais como absorcao, distribuicdo, metabolismo e eliminagdo, limitam
a quantidade de uma droga administrado sistemicamente ao tumor. No tumor, os efeitos da
droga na célula cancerigena correspondem as propriedades farmacodindmicas (FD), que
consistem na ativagdo da droga, dano celular e consequentemente a morte celular.
Adaptado de HOLOHAN et al., 2013.

A resisténcia aos quimioterapicos pode ser dividida em duas
categorias: intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca indica que antes
de receber a quimioterapia, os tecidos expressam de forma constitutiva
moléculas e fatores com a capacidade de conferir resisténcia, 0 que tornam
a terapia ineficaz. A resisténcia adquirida pode se desenvolver por mutacdes
surgidas durante o tratamento farmacol6gico de células cancerigenas que
eram anteriormente sensiveis a droga, bem como por varias outras
respostas adaptativas, como aumento da expressédo do alvo terapéutico e
ativacdo de vias alternativas de sinalizagdo compensatoria (CHEN;
GOTTESMAN, 2006; TOMAS, 2006; HOLOHAN et al., 2013; GERETTO et
al., 2017).

Um dos varios fatores que contribuem para a resisténcia aos
farmacos é a reducdo da quantidade de droga que interage com o alvo
especifico e afeta o microambiente tumoral (KAPSE-MISTRY et al., 2014).
O uso de multiplas drogas com diferentes mecanismos de entrada nas
células e diferentes alvos moleculares permite uma quimioterapia efetiva e

altas taxas de cura. Entretanto, as células podem expressar mecanismos
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que conferem resisténcia simultdnea a varias drogas nao relacionadas. Este
fendbmeno é conhecido como resisténcia a multiplas drogas (MDR). A MDR é
um grande obstaculo que limita severamente a eficacia da quimioterapia no
tratamento do cancer, uma vez que as células cancerigenas desenvolvem
resisténcia a classes farmacologicamente e estruturalmente distintas de
drogas (SUN et al., 2012; CHEN et al., 2016; WANG et al., 2017). A MDR
torna as células cancerigenas imunes aos tratamentos padrdo com uma
variedade de agentes antineoplasicos, levando a recorréncia de tumores
malignos, a recaida ou morte do paciente. Portanto, € um grande desafio na
terapia do cancer combater este mecanismo de resisténcia (KAPSE-MISTRY
et al., 2014; Ll et al., 2017; WANG et al., 2017).

Véarios mecanismos, sozinho ou em combina¢édo, demonstraram estar
envolvidos na resisténcia celular a drogas. Os principais mecanismos de
MDR podem ser agrupados nas seguintes categorias: (1) diminuicdo do
influxo de drogas; (2) bombas de efluxo de drogas; (3) inativacdo da droga
por detoxificacdo; (4) mutacdo de alvos de drogas; (5) ativacéo de reparo de
DNA; (6) inibicdo de vias de apoptose (figura 10) (HOLOHAN et al., 2013,
CHEN et al., 2016; Ll et al., 2017).
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Figura 10: Mecanismos de resisténcia a mdltiplas drogas em célula tumoral. Bombas de
efluxo de drogas, inibicdo de vias de apoptose, diminuicdo do influxo de drogas, inativacédo
da droga, alteracdo no alvo das drogas e ativacdo de reparo de DNA sdo os principais
mecanismos que impede o acumulo de droga intracelular, tornando as drogas ineficazes
para o tratamento do cancer. Adaptado de KAPSE-MISTRY et al., 2014.

O mecanismo pelo qual quimioterapicos entram nas células depende
de sua natureza quimica e muitos deles entram no ambiente intracelular
utilizando-se de canais transportadores presentes na membrana plasmatica
celular. Assim, a resisténcia pode ser causa por uma reducédo da expressao
ou de mutacdes que possam modificar a atividade desses transportadores,
diminuindo a quantidade de droga que entra na célula (SZAKACS et al.,
2006).

Outro importante mecanismo de defesa contra a acdo dos
quimioterapicos é a eliminacdo da droga do ambiente intracelular. Para
tanto, transportadores localizados na membrana funcionam como bombas
gue fazem o efluxo da droga para fora da célula. A superfamilia de proteinas
transportadores do tipo ABC, dependentes de ATP (do Inglés ATP-binding
Cassette Protein) é responsavel por regular esse transporte de varios
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agentes quimioterpicos através da membrana das células (TIWARI et al.,
2011).

Uma vez dentro da célula, a droga ainda pode passar pelo processo
de detoxificacdo, impedindo que esta reaja com seu alvo terapéutico,
causando sua inativagdo. O sistema GSH-GST € um dos principais
mecanismos de desintoxicacdo. GSH é um pequeno peptideo composto de
glutamato, cisteina e glicina. E um importante antioxidante celular e tem a
capacidade de coletar diretamente espécies reativas de oxigénio de uma
maneira ndo enzimatica. GST € uma familia de enzimas que utiliza o GSH
como cofator no metabolismo de varios agentes quimioterapicos, resultando
na formacdo de conjugados que sdo mais sollveis em agua do que seus
compostos de origem. O nivel elevado do sistema GSH-GST intracelular é
muitas vezes implicado no desenvolvimento da resisténcia das células
cancerigenas a varias drogas (JARDIM et al., 2013; WANG et al., 2015).

Alteracbes nos niveis de expressdo ou mutacbes nos alvos dos
guimioterapicos tem um grande impacto na quimiorresisténcia. Desta forma,
a droga ndo reconhecera seu alvo, impossibilitando seu influxo na célula
(MILANE et al., 2011).

Grande parte das drogas antineoplasicas utilizadas na clinica induzem
danos na molécula de DNA tanto de forma direta como indiretamente. A
resposta celular ao dano no DNA é reparar 0 dano ou caso hdo seja
possivel, inducdo de morte celular. Nesse sentido, a capacidade que uma
célula tumoral tem de reparar uma lesdo do seu DNA causada por droga
antineoplasica configura-se um mecanismo crucial no estabelecimento de
resisténcia a varios quimioterapicos (WANG et al., 2015).

A apoptose € o principal tipo de morte celular desencadeada pelos
quimioterapicos. Sinais apoptoticos recrutam moléculas proapoptoéticas, que
levam a ativacdo de caspases que sdo efetores de apoptose para causar
dano celular. H4 também fatores antiapoptéticos que impedem a ativacdo
dessas caspases. A regulacdo positiva de proteinas antiapoptoéticas e a
regulacdo negativa de proteinas proapoptoticas estdo associadas ao mau
prognéstico de pacientes com cancer, pois inibe a morte celular por

apoptose, causando uma resisténcia a drogas (INDRAN et al., 2011).

Introdugdo 21



1.5.1 Transportadores ABC

Dentre os diversos mecanismos relacionados ao fenotipo de MDR em
células cancerigenas humanas, o melhor caracterizado envolve a expressao
da superfamilia de transportadores do tipo ABC, dependente de ATP,
identificados como facilitadores do efluxo de varios substratos através da
membrana plasmatica, incluindo drogas antineoplasicas, impedindo o
acumulo suficiente dessas drogas dentro da célula (XIA; SMITH, 2012;
KAPSE-MISTRY et al., 2014; CHEN et al., 2016). A ampla especificidade de
substratos e a abundéancia dos transportadores ABC explicam as
dificuldades encontradas durante as ultimas décadas na tentativa de evitar
MDR mediada por estes transportadores (CHEN et al., 2016).

Os transportadores ABC consistem em 48 membros. Durante o
sequenciamento do genoma humano todos os 48 genes dos transportadores
ABC conhecidos foram descritos e caracterizados. ApoOs algumas
divergéncias na classificacdo dos transportadores, 0s genes e as proteinas
codificadas por eles foram classificados em sete subfamilias de ABC-A a
ABC-G com base em similaridades de sequéncia e organizacdo estrutural
(SZAKACS et al., 2006; SUN et al., 2012; XIA; SMITH, 2012).

Embora varios membros desta diversificada familia de
transportadores tenham fung¢des envolvendo o transporte de substratos
especificos, a complexa rede de funcdes fisioldgicas destes transportadores
desempenha papéis cruciais em muitos processos celulares (WANG et al.,
2017). Aléem de serem responsaveis pela MDR em células cancerigenas,
esses transportadores também séo expressos em tecidos normais, como o
epitélio dos rins, figado, intestino, pancreas, placenta e glandula adrenal,
onde sua funcdo é excretar metabolitos toxicos (SZAKACS et al., 2006;
TOMAS, 2006; SUN et al., 2012). Evidéncias indicam que os transportadores
ABC protegem o corpo humano contra substratos enddégenos e exogenos,
incluindo ions metalicos, peptideos, aminoacidos, acucares e um grande
namero de compostos hidrofébicos e metabdlitos através da membrana
plasmatica e também membranas intracelulares (TOMAS, 2006; VASILIOU
et al., 2009; FLETCHER et al., 2016).
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Os transportadores ABC sao definidos pela sua estrutura basica,
consistindo em dois dominios de ligacdo de nucleotideos (NBD) e dois
dominios transmembrana (TMD). Os quatro dominios podem estar presentes
dentro de uma cadeia polipeptidica, compreendendo um transportador
completo ou dentro de duas proteinas separadas, compreendendo um meio
transportador. Normalmente, cada TMD consiste em seis a-hélices,
totalizando 12 a-hélice por transportador. O reconhecimento e ligacdo do
substrato ocorrem nos dominios transmembrana, que formam uma estrutura
semelhante a poros que se abrem para o espaco extracelular e abrange
grande parte da profundidade da membrana (TIWARI et al., 2011; SUN et
al., 2012; BEGICEVIC; FALASCA, 2017).

Estes transportadores medeiam o transporte de substratos através da
membrana celular, contra um gradiente de concentracdo. As interacdes
fisico-quimicas responsaveis pela ligacdo do substrato e mecanismos de
translocacdo do substrato mediado pelo transportador ABC ainda séo pouco
compreendidas (CHEN et al., 2016). No entanto, € amplamente assumido
que esta atividade requer energia derivada da hidrélise do ATP, associada a
translocacdo do substrato. O transportador permanece em uma estrutura
transmembrana fechada até que o substrato esteja presente e os dois NBD
se liguem ao ATP. O ATP é hidrolisado em ADP e isso causa uma mudanca
conformacional na estrutura da proteina, separando os dois NBD, permitindo
que o substrato seja exportado para fora da célula e restaura o estado
conformacional estavel do NBD que esta pronto para ligacdo e transporte de
outro substrato (figura 11) (SZAKACS et al., 2006; MOITRA et al., 2011;
CHEN et al., 2016; BEGICEVIC; FALASCA, 2017). Enquanto os dois NBD
se ligam e hidrolisam o ATP, os TMD participam no reconhecimento e
translocagdo do substrato através da membrana lipidica (VASILIOU et al.,
2009).
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Figura 11: Mecanismo dos transportadores ABC. Transportadores ABC sdo bombas que
facilitam o efluxo de varios substratos, incluindo drogas antineoplasicas. A membrana e os
dominios formam a chave estrutural destes transportadores. O transporte da droga para o
meio extracelular é dependente de energia ATP. Desta forma, o ATP ao ser hidrolisado
possibilita a separacdo dos dominios. Adaptado de CHEN et al., 2016.

A associacdo entre transportadores de membrana celular e um
fendtipo resistente a drogas foi encontrada pela primeira vez em 1970 por
Ling et al., em células de ovéario de hamster resistentes a colchicina (CHEN
et al., 2016). A proteina associada a essa reducao da permeabilidade do
farmaco, uma glicoproteina de 170 kDa foi purificada em 1979 e mais tarde
conhecida como P-gp (glicoproteina-P). Em 1985, o MDR1, gene que
codifica a P-gp foi clonado. Este esta localizado no cromossomo 7 em g21 e
contém 28 éxons que codificam uma proteina de 1280 aminoéacidos.
Posteriormente, a P-gp foi caracterizada como transportador ABCB1 (SUN et
al., 2012; XIA; SMITH, 2012). Apoés a identificacdo do ABCB1 associado &
resisténcia a drogas, multiplos transportadores que também conferem essa
resisténcia foram identificados (MOITRA et al., 2011).

A expresséo do transportador ABCB1 apresenta um amplo espectro
de substrato, mediando a exportagdo de uma variedade de drogas de
diferentes classes farmacologicas, reduzindo deste modo a concentracao
citotoxica terapéutica intracelular, tornando as drogas ineficazes. Estes
substratos incluem farmacos quimioterapicos, agentes imunossupressores,
anti-arritmicos, bloqueadores de canais de célcio, analgésicos, anti-
histaminicos, antibiéticos, produtos naturais, entre outros (SHAROM, 2011;
LI et al.,, 2017). No tecido tumoral, a expressdo do ABCB1 & geralmente

maior em tumores que sao derivados de tecidos que normalmente
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expressam em niveis baixos este transportador, incluindo o célon, rim,
glandula adrenal, figado e pancreas (TOMAS, 2006; GERETTO et al., 2017).
Em muitos tumores, a superexpressdo de ABCB1 determina a resisténcia
intrinseca ao quimioterapico. No entanto, a quimioterapia também pode
induzir a expressdo dessa proteina, causando a resisténcia adquirida
(GERETTO et al., 2017).

Um aglomerado de transportadores ABC é expresso em melanomas,
incluindo ABCA9, ABCB1, ABCB5, ABCB8, ABCC2 e ABCD1 (SZAKACS et
al., 2004; CHEN et al., 2006; FRANK et al., 2005; ELLIOT; AL-HAJJ, 2009).
Sua presenca € negativamente correlacionada com a eficicia clinica em
resposta a terapia. Numerosos medicamentos antineoplasicos usados para o
tratamento do melanoma, como a doxorrubicina, foram mostrados ser
substrato para os transportadores ABC. Portanto, é importante avaliar a
expressao destes transportadores, para facilitar a selecdo de tratamento
(SUN et al., 2012; XIA; SMITH, 2012).

1.6 Cultura celular

A abordagem usual e comum em pesquisas € a utilizacdo de modelos
animais para testes. No entanto, seu uso é limitado, pois existem muitas
preocupacdes quanto ao desconforto ou dor de animais em determinadas
condicdes experimentais e questdes ética (ELLIOT; YAN, 2011; HOARAU-
VECHOT et al., 2018). Além disso, modelos animais podem n&do prever
adequadamente a eficacia do teste quando comparado com humanos
(CEKANOYA; RATHORE, 2014). A obtencdo de concordéancia entre
modelos animais e ensaios clinicos em humanos continua a ser desafiadora,
com uma taxa média de 8% de resultados concordantes (MAK et al., 2014).

Essas limitagbes motivaram o0s pesquisadores a desenvolverem
modelos in vitro para o estudo da biologia e fisiologia celular. O
desenvolvimento de métodos in vitro é de grande importancia para os
campos da biotecnologia, estudo dos mecanismos das doencas, eficacia de
droga, pesquisa sobre cancer, testes de toxicidade, bem como é&reas da
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engenharia de tecidos e medicina regenerativa (PAMPALONI et al., 2007,
ELLIOT; YUAN, 2011). Em comparagdo com modelos animais, os modelos
in vitro sdo propicios a investigacdo sisteméatica, repetitiva e quantitativa.
Podem ser usados para avaliar diferentes combinacdes de parametros
experimentais. Essas condigBes geralmente ndo sdo vidveis em modelos
baseados em animais (ACHILLI et al., 2012).

A metodologia tradicional para o estudo in vitro de células de
mamiferos é a cultura celular bidimensional (2D), conhecida também por
cultura de células em monocamada (ELLIOT; YUAN, 2011). Neste modelo,
uma populacdo homogénea de células é cultivada em uma superficie de
plastico, formando uma monocamada (BEAUMONT et al., 2014). A cultura
de células 2D proporcionou inimeros avangos conceituais na biologia celular
e a compreensdo da formacdo e funcdo dos tecidos, 6rgdos, além de
proporcionar compreensdo de doencas, como o cancer (ACHILLI et al.,
2012). Embora o modelo 2D tenha contribuido significativamente para a
pesquisa bioldgica, ele possui certas limitacdes, pois a biologia é claramente
um complexo sistema tridimensional (3D). As técnicas de cultura de células
2D néo replicam fielmente todos os sinais mecanicos e bioquimicos, o perfil
genético e morfolégico presentes na célula in vivo. Além disso, nas técnicas
2D, predominam a interacdo das células com o plastico do frasco, em vez
das interacdes cruciais célula-célula e célula-matriz extracelular (MEC), que
constituem a base para a fungédo celular normal (ACHILLI et al., 2012;
BEAUMONT et al., 2014; LEVESQUE et al., 2014; HOARAU-VECHOT et al.,
2018). Apesar destas desvantagens, as culturas 2D continuam a ser muito
atraentes para fins laboratoriais, devido a sua simplicidade, conveniéncia e
baixo custo (KUPHAL; HAASS, 2011).

Na década de 1970 pesquisadores buscavam desenvolver modelos
de cultura de células tridimensional (3D) a fim de reduzir o uso de animais
em pesquisas e as incertezas experimentais provenientes da cultura 2D (
LIN; CHANG, 2008; ONG et al., 2018). Quando comparados a cultura 2D, o
ambiente dindmico 3D apresenta a vantagem de mimetizar melhor o
microambiente celular in vivo, proporcionando condi¢cdes fisiologicas e
biolégicas mais realistas (tabela 3) (KNIGHT; PRZYBORSKI, 2015). Além de

ser uma ferramenta importante para o teste de drogas e toxicidade (MEHTA

Introdugdo 26



et al., 2012) e fornecem a base para a geragcédo de construcéo de tecidos
artificiais no campo da biotecnologia e engenharia de tecidos (LASCHKE;
MENGER, 2017).

Tabela 3: Principais diferencas entre cultura 2D e 3D.

2D

3D

Morfologia

Forma alterada
Auséncia de polarizagdo

Forma real
Polarizagdo conservada

Perfil genético

Adeséo celular, proliferacdo e genes
relacionados a sobrevivéncia sdo
modificados em comparagdo com in
vivo

Melhor representagdo dos fatores de
crescimento, genes pro-angiogénese
e de moléculas de ades3o

Diferenciag¢do celular
Morfogénese

N&o espontanea

Pode ser espontanea via contato
celular

Angiogénese

Apenas ohservacional

Pode ser funcional

Heterogeneidade tumoral Bésico Melhor aproximagdo via gradiente de
proliferacdo
Modelo matematico Possivel Melhor geometria, melhor ligacdo

entre estrutura e funcdo

Reprodutibilidade

Apenas a curto prazo

Controverso

Custo

Acessivel

Mais caro, especialmente em
algumas técnicas

Estudo multicelular

Melhor quando o estudo é em
relagdo a resposta imune

Bom em co-cultura, mas complicado
com mais de dois tipos de células

O sistema de cultura de células 2D resulta em atividades celulares que séo diferentes as
resposta observadas in vivo. A cultura de células 3D ajuda contornar essas limitagcdes,
preservando a forma original da morfologia, polarizacdo, perfil genético e heterogeneidade
de células. Adaptada de HOARAU-VECHOT et al., 2018.

Utilizar cultura 3D envolve a formacdo de esferdides. Os esferdides
sdo agregados de células e a sua formacdo baseia-se no principio da
automontagem (LASCHKE; MENGER, 2017; HOARAU-VECHOT et al.,
2018). Johannes Holtfreter (1944) e Aron Arthur Moscona (1952) foram os
primeiros pesquisadores a desenvolverem esse modelo de cultura celular
utilizando a formacdo de esferdides por meio do processo de suspensao
celular (LIN; CHANGE, 2008).

Durante o desenvolvimento embrionéario, as células se juntam sem
qualquer influéncia externa. Este processo de auto-organizacdo também
ocorre in vitro desde que as células ndo possam se conectar a uma
superficie de biomateriais e, portanto, sdo forcadas a interagir uma com a
outra (ACHILLI et al., 2012; LASCHKE; MENGER, 2017). O processo de
formacao dos esferbides é composto por 3 fases: 1) células dispersas sao
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inicialmente agregadas através da ligacdo da integrina (molécula de ades&o)
com a matriz extracelular; 2) expressdo da molécula de adesdo caderina
para continuar promovendo a adesao entre as células; 3) compactacdo do
esferdide devido a ligacdo homofilica caderina-caderina, conferindo forte
adesdo entre as células (figura 12) (LIN; CHANG, 2006).

(3) Compactagdo do

(1) Agregacao celular esferdide
Integrina - MEC
B (2) Expressao de
E-caderina
‘)l".( v ‘.' e 1{4 3
st gAR &

PN AR

9 &.%‘.

Figura 12: Modelo do processo de formacéo dos esferoides. Esquema (A) e fotomicrografia
(B) representando os trés estagios da formacdo dos esferoides: (1) formacdo de uma
pequena agregacao celular via ligagdo integrina-matriz extracelular; (2) periodo de
expressdo de caderina, aumentando a ligacéo célula-célula; (3) compactagdo do esferoide.
Adaptado de LIN; CHANG, 2008.

Como resultado de sua estrutura 3D, os esferdides apresentam
propriedades biolégicas mais semelhantes com o modelo in vivo quando
comparado com a cultura 2D, tais como: melhor viabilidade -celular,
morfologia estavel e polarizagdo, aumento da atividade proliferativa, funcéo
metabalica e fisioldgica (figura 13). (LASCHKE; MENGER, 2017).
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" Viabilidade
Proliferacdo
Morfologia
Polarizacdo
Diferenciacdao
Funcdo
Producdo de matriz
Angiogénese

3D

Interacao
célula-célula

2D
..

Figura 13: Estrutura 3D dos esferoides e suas propriedades quando comparadas com a
estrutura 2D. Como resultado da interacéo célula-célula, os esferoides exibem um painel de
propriedades bioldgicas que sdo melhores quando comparadas com as células em 2D.
Adaptado de LASCHKE; MENGER, 2017.

Os esferbides estdo cada vez mais sendo empregados para
responder a uma ampla gama de pesquisas que vao desde a farmacologia
até a fisiopatologia da doenca. A utilizacdo dos esferbides como ensaios e
modelos para compreender doengcas como O cancer e para testar drogas
terapéuticas tem sido amplamente aplicada (ONG et al.,, 2018). Os
esferdides formados a partir de células tumorais sdo usados como modelo in
vitro para mimetizar a complexidade dos tumores, pois 0 seu microambiente
reflete ao que é observado in vivo (ACHILLI et al., 2012; LEVESQUE et al.,
2014).

A complexidade do microambiente tumoral in vivo que o esferdide
mimetiza consiste na interacdo célula-célula, interacdo célula-matriz
extracelular, distribuicdo espacial de oxigénio, metabdlitos e moléculas de
sinalizacdo que nao podem ser reproduzidos em culturas 2D (ACHILLI et al.,
2012; LASCHKE; MENGER, 2017). O microambiente tumoral é composto

além das ceélulas cancerigenas, por diferentes tipos de células né&o
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cancerigenas e seu estroma, como fibroblastos, células do sistema imune
(linfécitos e macrofagos), células mesenquimais e células endotelais, que
tém um papel especifico na fisiologia, estrutura e funcédo do tumor (figura 14)
(PIETRAS; OSTMAN, 2010; HE et al., 2018). Essas interacbes geram
sinalizacbes necesséarias para a ativacdo de fatores de transcricdo que
induzem a expressédo de genes que promovem a proliferagdo e migragcéo
celular (HOARAU-VECHOT et al., 2018).

O microambiente tumoral ndo é composto apenas de componentes
celulares, mas também de substancia bioativas, incluindo hormonios,
componentes de matriz extracelular, quimiocinas, citocinas e fatores de
crescimento. Além disso, sabe-se que a composicdo e as caracteristicas do
microambiente tumoral variam dependendo do local do tumor (MBEUNKUI,
JOHANN, 2009).

Macrofago G

Célula @
mesenquimal

Célula cancerigena
Q Células-tronco
cancerigena
= Célula endotelial

Fibroblasto n

Outras células &'
estromais @&

D célulado

sistemaimune

Figura 14: Esquema microambiente tumoral. O microambiente tumoral é composto por
células cancerigenas e nao-cancerigenas, tais como: célula endotelial, células do sistema
imune, macrofago, célula mesenquimal, fibroblasto e outras células estromais. Adaptado de
HE et al., 2017.
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Estudos indicam que o esferdide é analogo a um tumor avascular,
apresentando limitacdo de difusdo para muitas moléculas. Portanto, um pre-
requisito principal é a fabricacdo de alto padrdo de esferéides de tamanho e
composicao definidos. Dependendo das necessidades do pesquisador e do
método utilizado, € possivel obter esferdide de qualquer dimensdo. Porém,
como o nivel de oxigénio e nutrientes € menor no nucleo devido a densidade
celular e ao aumento de matriz extracelular, o tamanho total dos esferdides
ndo deve exceder alguma centenas de micrbmetros para evitar dano
necrético no ndcleo (FRIEDL; ALEXANDER, 2011; VINCI et al.,, 2012;
LASCHKE; MENGER, 2017). Um esferdide acima de 500 um de diametro
exibe uma estrutura semelhante ao observado em tumores sdlidos in vivo e
sdo caracterizados por uma zona de proliferacdo externa, uma zona
quiescente interna causada pela distribuicédo limitada de oxigénio, nutrientes
e metabdlitos, e um nicleo necrético (figura 15) (ALVAREZ-PEREZ et al.,
2005; DE SOUSA E MELO et al., 2013). Este ambiente complexo garante a
sobrevivéncia celular e determina crucialmente as fungbes celulares
fundamentais, tais como expressao génica, proliferacdo, diferenciacdo e
atividade metabdlica (BRESLIN; O'DRISCOLL, 2012; ZANONI et al., 2016;
LASCHKE; MENGER, 2017).

CO2, resto celular

02, nutrientes,
fatores de crescimento

Células em proliferacdo

Células quiescentes

Células necroticas

Figura 15: Esquema da organizacdo do esferdide. Na regido mais externa encontram-se as
células em proliferacdo. Logo em seguida estd uma regido marcada pelas células
quiescentes. Na camada interna do esferbéide localizam-se as células necréticas. A
concentracdo de nutrientes e oxigénio (O2) € maior na regido mais externa. Do contrario,
restos celulares e diéxido de carbono (CO2) sdo encontrados em maior concentracdo na
regido central do esfer6ide. Ambos formam um gradiente de concentracdes. Adaptado de
LIN; CHANG, 2008.
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Os esferoides podem ser formados a partir de um tipo de célula ou
como esferdide de co-cultura, fazendo a combinacao de diferentes tipos de
células. A formacéo dos esferdides consiste na modificacdo da superficie de
cultura celular, promovendo a agregacdo das células (GU et al., 2013).
Vérias técnicas de formacéo de esferdides foram desenvolvidas, podendo
ser dividas nas seguintes categorias: (i) método de gota suspensa; (ii)
métodos de superficie ndo aderentes; (iii) cultura em suspensao; (iv)
métodos baseados em scaffolds; (v) levitagdo magnética (figura 16)
(ZANONI et al., 2016).

A técnica de cultura de gotas suspensas foi originalmente um método
de microbiologia usado para estudar bactérias em um ambiente confinado e
controlado (RAGHAVAN et al, 2015). Nesta técnica, as gotas de
suspensdes celulares sdo colocadas na parte inferior de uma tampa da
placa de Petri (figura 16A). A tampa, onde as células pendem devido a
tensdo superficial, é entdo colocada sobre uma placa de Petri, que contém
PBS (solucao salina tampéao fosfato) ou agua para evitar a desidratacdo das
gotas. A microgravidade do ambiente permite que em cada gota as células
se ajuntam na interface ar-liquido, agregando-se espontaneamente e
formando os esferdides. Em geral, o método de gotas suspensas é bastante
simples e consistente. Além disso, pode produzir um esferdide por gota para
cada linhagem celular diferente (TUNG et al., 2011; HSIAO et al., 2012;
RAGHAVAN et al., 2015).

O método de cultura celular de superficie ndo aderente consiste na
utilizacdo de placas de fixacdo ultra baixas, 0 que evita que as células se
liguem a superficie dos pocgos, induzindo as ceélulas agregarem entre si e
formar o esferdide (figura 16B). Alternativamente, o material de cultura pode
ser feito sem a capacidade ndo-aderente da superficie. Neste caso, a placa
€ revestida com um substrato, como por exemplo, agarose. Essa técnica
espontanea de formacado de esferdides € facil de usar e permite um alto
rendimento de esferdides (placas de 96 ou 384 pocos). Os esferdide podem
ser cultivados por um longo periodo de tempo e podem ser recuperados
apos a cultura para utilizacdo subsequente (LIN & CHANG, 2008; HOARAU-
VECHOT et al., 2018).
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A. Método de gotas suspensas

Suspensdocelularé Vire atampa Agregacio Formaciode um
colocada em uma placa + araformara + + o -
. P P celular unico esferaide
de Petri gota suspensa

B. Cultura em superficie ndo-aderente

|o'.'*l'="' ®BELE

Cultura nfo- s Centrifugacdo para = Esferdides
aderente induzir agregacio
C. Cultura em suspensdo
]
= .
.E 32
o [}
@ 0
[} = !
o 2
8 an]
m Suspensao + Esferdides Suspens&o * Esferdides
= celular celular

D. Modelo baseado em scafoold

Placa com Suspensao

Esferoide + Suspenszo * * + Esferdide
celular hidrogel celular

misturada com
. ~ .o hidrogel
E. Levitac3o magnética

' TN :'.? * ;;
] i

Magnetizacdo Transferéncia da
das células suspensdo celular
overnight para uma placa com

baixa aderéncia

Figura 16: Técnicas mais comuns utilizadas para a formacéo de esferéide. (A) método de
gotas suspensas. As células sao depositadas em uma tampa de placa de Petri, que é
invertida sobre uma placa de Petri contendo PBS ou agua; (B) cultura em superficie ndo-
aderente. As células sdo semeadas em uma placa de fixacdo ultra-baixa que impede a
adesdo; (C) cultura em suspensdo. As células sdo colocadas em frascos giratorios
(esquerda) ou biorreatores (direita) e submetidas a forcas gravitacionais; (D) modelo
baseado em scaffold. As células sdo semeadas acima do hidrogel (esquerda) ou misturada
a ele (direita); (E) levitacdo magnética. As células sdo magnetizadas em cultura e atraidas
por um ima. Adaptado de HOARAU-VECHOT et al., 2018.
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O principio do método de cultura em suspensdo é manter as células
em suspensao em um recipiente por agitagdo ou pela giracao suave (figura
16C). Agitar as células continuamente as impendem de aderir as paredes do
recipiente e promove a interacao célula-célula. Dois aparelhos principais séo
utilizados neste método: frascos de Spinner e biorreatores (HOARAU-
VECHOT et al., 2018). Os frascos de Spinner consistem num recipiente no
qual contém uma barra de agitacdo que permite a rotacdo da suspensdo
celular. Este método simples produz grandes rendimentos de esferdides. No
entanto, a forca resultante do movimento da barra de agitacdo pode
modificar a fisiologia celular (NYBER et al., 2005; LIN; CHANG, 2008).

Na tentativa de superar este problema, a Administracdo Nacional da
Aeronautica e Espaco (NASA) projetou os biorreatores, um sistema de
cultura celular rotativo melhorado para criar um ambiente de microgravidade
Unico com baixa forca (SCHWARZ et al., 1992). Os biorreatores séo
semelhantes aos frascos giratorios (Spinner), mas ao invés de promover a
rotacdo da suspensédo celular com uma barra de agitacdo, o recipiente de
cultura é girado. Da mesma forma que os frascos de Spinner, os biorreatores
ndo permitem o controle do tamanho dos esferdides (HIRSCHHAEUSER et
al., 2009).

Os esferdides também podem ser formados pelo método que utiliza
scaffolds que fornecem suporte para a auto-montagem das células. Os
hidrogéis naturais ou sintéticos sdo os mais utilizados como scaffolds, a fim
de recapitular o papel da matriz extracelular in vivo (CALIARI; BURDICK,
2016). Entre os mais comuns, destacam-se o0s hidrogéis derivados
naturalmente (por exemplo, colageno, fibrina e alginato), sintéticos (por
exemplo, polietilenoglicol [PEG]) e alguns hidrogéis semi-sintéticos que
apresentam uma conbinac¢ao de polimeros sintético e naturais (por exemplo,
hialuronano) (TOKUDA et al., 2017).

Na técnica que utiliza hidrogéis como matrizes, as placas de cultura
celular sdo pré-revestidas com hidrogel. Apdés a solidificacdo, a parte
superior da matriz € revestida por células. Esse sistema € mantido sob
agitacdo para permitir que as células aderem uma a outra e formem os
esferdides (figura 16D). O uso de hidrogéis é de grande interesse porque

eles apresentam composicéo e estrutura semelhante a tecidos in vivo. Por
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outro lado, ao usar hidrogéis naturais, pode haver fatores de crescimento
enddgenos que nao representam o0 microambiente tumoral humano
(KLEINMAN; MARTIN, 2005; HOARAU-VECHOT et al., 2018).

A técnica de levitacdo magnética foi desenvolvida pela primeira vez
por Souza e colaboradores em 2010 que utilizaram hidrogéis contendo
nanoparticulas de ouro e 6xido de ferro magnético. Neste método, as células
sao incubadas overnight com hidrogel contendo 6xido de ferro magnético.
Posteriormente, as células sdo colocadas em uma placa de fixacdo ultra
baixa e uma tampa com im& é colocada sobre a placa (figura 16F). Os
esferdides comecam a se formar dentro de algumas horas na interface ar-
liquido devido a levitacdo em relacdo ao ima. Os esferdides formados
podem ser incubados por alguns dias até atingir o tamanho ideal. Existem
muitos beneficios para este método, tais como: a velocidade de formacao do
esferdide é alta em comparacdo com 0s outros métodos mais comumente
usados; esferoides formam matriz extracelular intrinseca, sem a
necessidade de andaimes artificiais; os esferdides formados apresentam
dimametro na escala de milimetros. No entanto, esta técnica apresenta
algumas desvantagens, pois as esferas geralmente apresentam alto valor
para compra e em alta concentracdo podem ser toxicas para as células
(SOUZA et al., 2010; TSENG et al., 2013; NATH; DEVI, 2016).

Cada método apresenta vantagens e desvantagens especificas
(tabela 4). Portanto, os critérios gerais para a selecdo de um método
consistem na eficiéncia de producdo, uniformidade de tamanho dos
esferdides, capacidade de provocar possivel dano ou influéncia na fisiologia
celular, conveniéncia e adequacdo para aplicagdes subsequentes (LIN;
CHANG, 2008).
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Tabela 4: Vantagens e desvantagens das técnicas utilizadas

para formar esferoides.

Método

Vantagens

Desvantagens

Gotas suspensas

Barato

Simples de executar

Tamanho do esferdide bem
controlado

Formac&o rapida

Co-cultura de diferentes tipos de
células

Trabalho intensivo
Produc8o macica dificil

Superficie ndo aderente

Barato
Executagdo simples

Variagdo em tamanho/numero de
células/forma

Cultura em suspensdo

Simples de executar

Producdo macica

Cultura a longo prazo

Co-cultura de diferentes tipos de
células

Requer equipamento especializado
Varia¢do no tamanho/numero de
células

Alta forca de cisalhamento

Baseado em scaffold

Fornece suporte extracelular 3D

Hidrogel natural pode haver fatores
de crescimento endégenos que n3o
representam o microambiente
tumoral

Levitagdo magnética

Répida formagdo de esferdide
Matriz extracelular intrinseca

Caro
Esferas magnéticas em alta

concentracdo podem ser toxicas para
as células

Todo método utilizado para formar os esferoides apresenta vantagens e desvantagens. A
escolha do método ideal deve levar em consideracao uma producao eficiente de esferoides,
com uniformidade de forma, tamanho e nimero de células, bem como a auséncia de
possiveis danos ou influéncia na fisiologia das células.

A heterogeneidade do tumor e a resisténcia das células tumorais aos
quimioterapicos tem sido um desafio para o direcionamento efetivo dos
sistemas de liberacdo de medicamentos para o sucesso da quimioterapia.
Sendo assim, torna-se importante a busca de modelos que possibilitam
compreender o comportamento da célula e do microambiente tumoral
(SANCHEZ et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Analisar o perfil de expressdo génica dos transportadores ABC em

cultura tridimensional de células de melanoma cutaneo humano.

2.2 Objetivos especificos

Padronizar um modelo de cultura tridimensional que melhor
representa o microambiente tumoral in vitro a partir de células
de melanoma cutaneo humano das linhagens A-375 e SKMEL-
37;

Detectar a presenca dos transportadores ABCB1, ABCBS5 e
ABCBS8 nos esferoides de células A-375 e SKMEL-37 por meio
da técnica de RT-PCR;

Quantificar os niveis de expressao génica dos transportadores
ABCB1, ABCB5 e ABCB8 nos esferbides formados com
linhagens celulares A-375 e SKMEL-37 por meio da técnica de

RT-PCR em tempo real.
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3. METODOS

O Fuxograma da Figura 17 apresenta, de forma resumida, a
metodologia adotada no desenvolvimento deste estudo.

! Descongelamento ‘

Manutencdo das células de melanoma A-375e
SKMEL-37 em cultura bidimensional

} Subcultura ‘

I
| Criopreservagdo ‘

Padronizagdo da formacdo dos esferoides

Cultura em placa Cultura em placas
com a superficie Culturaem com st el?ﬁc'\e
revestida com gotas suspensas . P
ndo aderente
agarose

|
|
‘ Extragdo de RNA ‘

‘ Sintese de cDNA ‘

‘ RT-PCR convencional ‘ Padronizacdo
| concentragdo dos
primers
‘ RT-PCR tempo real }—
‘ Curva de eficiéncia
‘ Anadlise estatistica ‘ de amplificacdo

Figura 17: Metodologia utilizada na execug¢éo do presente estudo

3.1Manutencdo das células de melanoma em cultura celular
bidimensional

Neste estudo foram utilizadas células de melanoma humano das
linhagens SKMEL-37 (doadas pelo Dr. LJ Velha do Sloan-Kettering Cancer
Center, NY, EUA) e A-375 (adquiridas no Banco de Células do Rio de
Janeiro). Essas células foram mantidas em cultura bidimensional, para que

posteriormente fossem utilizadas para a formagéo dos esferdides.
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3.1.1 Descongelamento das células de melanoma humano

As células de melanoma humano das linhagens SKMEL-37 e A-375
foram descongeladas em banho-maria a 37°C. Logo ap0s, adicionou-se
meio MEM [Minimum Essential Media (Vitrocell-Embriolife, Campinas,
Brasil)] e DMEM [Dulbeco’s Modified Eagle Medium (Gibco-Life
Technologies, USA)] contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco-
Invitrogen, USA) nos frascos das células SKMEL-37 e A-375,
respectivamente. As células foram centrifugadas a 3.000 xg por 3 minutos,
desprezando-se a seguir o sobrenadante. A ressuspensdo das ceélulas foi
realizada em meio de cultura, suplementado com soro fetal bovino (SFB) a
10% e 100 U/mL de Penicilina-Estreptomicina (Gibco-Invitrogen, USA) e
0,25 ug/mL de Fungizona (Gibco-Invitrogen,USA). As células foram
transferidas para frascos de cultura de 75 cm? (Orange Scientific) e mantidas
a 37°C em incubadora umida com 5% de CO..

3.1.2 Subcultura celular

As células foram periodicamente observadas em microscopio de luz
invertida (Eclipse TE 2000S, NIKON). Ao atingirem confluéncia, o meio de
cultura foi removido e a lavagem foi realizada com solucao salina tamponada
com fosfato [DPBS (Gibco-Invitrogen, USA)] pH= 7,0, a fim de remover o
meio de cultura restante. Em seguida, as células foram dissociadas por
tratamento com 0,05% de solugao tripsina/EDTA (Cultilab, Campinas,
Brasil). Adicionou-se meio de cultura contendo 10% de SFB para inativar a
acao da tripsina e as celulas foram centrifugadas a 300 xg por 3 minutos. Ao
final, o sobrenadante foi descartado e as células SKMEL-37 e A-375 foram
ressuspendidas em meio de cultura MEM e DMEM, respectivamente,
contendo 10% de SFB, 100 U/mL de Penicilina-Estreptomicina e 0,25 pug/mL
de Fungizona. As células foram semeadas em novos frascos até atingirem
novamente a confluéncia e nimero suficiente para experimentos. Aliquota
de células era retirada para contagem no Scepter™ 2.0 Cell Counter (Merck

Millipore, Alemanha).
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3.1.2 Criopreservagao

Quando necessario, aliquotas de células foram congeladas utilizando
meio de congelamento de células com DMSO [Dimetilsulfoxido (EmbryoMax,
Chemicon)]. Apos a dissociacdo por intermédio da tripsina, as células foram
centrifugadas a 3.000 xg por 3 minutos. A ressuspensao foi realizada em 1,0
mL de meio de congelamento. As células foram acondicionadas em
criotubos, que permaneceram por cerca de 24 horas a -20°C e
posteriormente foram transferidos para o nitrogénio liquido (-196°C).

Além disso, células A-375 e SKMEL-37 foram congeladas para
posteriormente serem utilizadas na extracdo de RNA. Para isso, ap0s
dissociagdo pelo uso da tripsina, as células foram centrifugadas e o
sobrenadante foi retirado. O pellet foi armazenado em um eppendorf a -
20°C.

3.2 Padronizacado da formacao dos esferdides

A fim de formar esferdides uniformes em tamanho, forma e nimero de
células, utilizamos neste estudo trés diferentes métodos, sendo eles: cultura
em placa com a superficie revestida com agarose, cultura em gotas

suspensas e cultura em placas com superficie ndo aderente.

3.2.1 Cultura em microplaca com a superficie revestida com agarose

Inicialmente, o p6 de agarose (Invitrogen) foi dissolvido em agua
destilada (1%) e autoclavado por 15 minutos. Posteriormente, esta solugao
foi mantida em banho-maria a temperatura de 60°C para manter o gel em
estado liquido. Uma placa estéril de 96 pocos com fundo redondo (Nunc,
Thermo Scientific) foi utilizada neste procedimento. Ainda no estado liquido,
utilizou-se 100 pul do gel de agarose para revestir cada poco da microplaca.
Para isso, o volume era adicionado e removido logo em seguida. Em alguns

pocos da microplaca, adicionou-se 50 ul do gel de agarose e ndo removeu.
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A microplaca foi mantida por 1 hora a temperatura ambiente para completa
polimerizagao do gel de agarose.

Logo apos, foi realizada a padronizacdo da densidade celular para o
cultivo 3D. Nesta ocasido, foram utilizadas apenas as células de melanoma
da linhagem SKMEL-37 que foram cultivadas nas seguintes densidades:
2x10°, 4x10°, 2x10* e 4x10* células/poco (figura 18). Ap6s a contagem de
células utilizando o Scepter™ 2.0 Cell Counter, essas foram transferidas
para cada poc¢o da microplaca em 100 ul de meio MEM suplementado com
10% de SFB, 100 U/mL de Penicilina-Estreptomicina e 0,25 pg/mL de
Fungizona. A microplaca foi mantida em incubadora umida com 5% de CO,
a 37°C e o processo de formacado dos esferdides foi acompanhado por um
periodo de 21 dias utilizando o microscépio de luz invertida para analise do
tamanho e forma. Além disso, a cada 72 horas de incubacdo o meio de
cultura era trocado por um novo meio fresco. Para isso, eram retirados 50 pl
do volume de meio de cultura cada poco e adicionava-se 50 pul de novo meio
MEM suplementado com 10% de SFB, 100 U/mL de Penicilina-

Estreptomicina e 0,25 pg/mL de Fungizona.
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Figura 18: Esquema da microplaca de 96 pocos com fundo redondo revestido com agarose,
utilizada para a formacdo dos esferoides de células de melanoma humano da linhagem
SKMEL-37. Os pocgos das fileiras A-K da placa foram revestidos com 100 pul do gel de
agarose, enquanto os pocos da fileira L foram incubados com 50 ul de agarose. Foram
utilizadas nesta técnica quatro densidades celulares (2x10°, 4x10°, 2x10* e 4x10*
células/poco). A placa foi mantida por um periodo de 21 dias em incubadora Umida a 37°C
com 5% de CO..
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3.2.2 Cultura em gotas suspensas

Células de melanoma humano das linhagens A-375 e SKMEL-37
foram cultivadas em gotas suspensas utilizando a placa Perfecta3D™
Hanging Drop 96-well (3D Biomatrix, Inc., Ann Arbor, EUA) (figura 19A).
Uma suspenséo celular de 40 ul contendo 7x10° células foi dispensada em
cada poco da placa (figura 19B,C). Adicionou-se agua destilada nos
reservatorios da placa para manter a umidade do sistema e evitar a

evaporacao da gota (figura 19D).
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Figura 19: Formacdo dos esferoides em cultura de gotas suspensas de células de
melanoma humano das linhagens A-375 e SKMEL-37, utilizando a placa Perfecta3D™
Hanging Drop 96-well. (A) imagem da gota em suspensdo na placa Perfecta 3D Biomatrix;
(B) esquema da distribuicdo na placa das células A-375 e SKMEL-37 na densidade de
7x10% (C) representagdo do processo de formacado dos esferoides utilizando a técnica de
gotas suspensas na placa Perfecta3D Biomatrix. A suspensao celular é dispensada no poco
da placa, formando a gota. Essa gota ficara em suspensdao, permitindo entdo a agregacgao
das células, formando um esferdide por gota; (D) esquema do sistema da placa Perfecta3D
Biomatrix constituido pela tampa, placa com os po¢os, reservatorio laterais para adicao de

agua e bandeja; (E) representacdo do método de transferéncia do esferéide para uma placa
receptora.

Reservatério

Bandeja
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As células foram incubadas a 37°C com 5% de CO2 por um periodo
de 07 dias. No 3° dia de incubacao, 5,0 ul do meio de cultura foi removido e
adicionou-se 7,0 ul de meio de cultura fresco a cada gota. Apés os 07 dias
de incubacéo, os esferdides foram transferidos para uma placa estéril de 96
pocos com fundo redondo (Nunc, Thermo Scientific) revestido com agarose
(1%) para completa maturacéo. Para realizar essa transferéncia, emparelhou
a placa Perfecta3D Biomatrix a placa de 96 pocos e adicionou-se 100 pl de
meio em cada poco da placa Perfecta3D Biomatrix para transferir as gotas
contendo o esferbéide para a placa receptora (figura 19E). Apos a
transferéncia, os esferdides ficaram incubados por mais 72 horas.

3.2.3 Cultura em placas de superficie nao aderente

Para essa técnica, utilizou-se a placa Nunclon Sphera 96-pocos
(GIBCO, ThermoFischer Scientific). Essa placa possui po¢os com fundo
redondo e sua superficie apresenta fixacdo ultra-baixa, promovendo assim a
formacdo de esferdides consistentes. Uma suspensao celular de melanoma
humano das linhagens A-375 e SKMEL-37 foi transferida para duas placas
Nunclon Sphera nas densidades de 5x10°, 1x10* 2x10* e 4x10* em 200 pl
de meio MEM (células SKMEL-37) e DMEM (células A-375) suplementado
com 10% de SFB, 100 U/mL de Penicilina-Estreptomicina e 0,25 ug/mL de
Fungizona, conforme esquematizado na figura 20. As placas foram
centrifugadas a 250 xg por 5 minutos e posteriormente incubadas a 37°C e
5% de CO..
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Figura 20: Esquema da distribuicdo das células A-375 e SKMEL-37 nas placas Nunclon
Sphera. Foram utilizadas duas placas Nunclon Sphera. Na placa 1 foram adicionadas as
células A-375 e SKMEL-37 nas densidades 5x10° e 1x10%, engquanto que na placa 2 foram
adicionadas 2x10* e 4x10* células em 200 pl de meio em cada poco.

A formacéo e crescimento dos esferdides foram observados através
do microscopio de luz invertida. Para o processo de formacédo dos esferdides
da placa 1 (5x10% e 1x10”* células/poco) foram necesséarios 03 dias de
incubacédo, ap6s a transferéncia da suspensédo celular para os pocos da
placa. Posteriormente a formacéo dos esferoides, estes foram incubados por
mais 07 dias. Os esferdides que foram formados e mantidos na placa 2
(2x10* e 4x10* células/poco) ficaram incubados por um periodo de 07 dias.
Em ambas as placas, a cada 48 horas de incubagéo, 100 ul de meio de
cultura eram removidos de cada poco da placa e adicionava-se 100 ul de
meio de cultura fresco.

Apbs o periodo de 03 dias para a formacao dos esferdides na placa
01, esses foram retirados da placa Nunclon Sphera e transferidos para um
eppendorf. No 4° e 7° dia apos a formacdo dos esferdides, estes também
foram transferidos para um eppendorf (figura 21) e centrifugados. O pellet foi
armazenado no freezer a -20°C para futura extracdo de RNA. Ja os
esferdides formados na placa 02, foram utilizados em outras técnicas no

laboratério.
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Figura 21: Esquema dos periodos de incubacéo dos esferoides formados na placa Nunclon
Sphera (placa 1). Nesta ocasido, 05 esferdides de cada densidade e linhagem celular
(5x103 e 1x10” células A-375 e SKMEL-37) foram retirados logo apés sua formacao (03 dias
de incubacdo). Os demais esferdides continuaram em manutencdo para crescimento e
foram retirados com 04 e 07 dias ap6s sua formacao, e transferidos para eppendorfs. Esses
foram centrifugados e o pellet dos esferdides foi armazenado a -20°C para posterior
utilizacao.

3.4 Extragcdo do RNA das amostras

A extracdo do RNA das amostras foi realizada utilizando o kit
comercial RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen). Os esferéides formados na placa
Nunclon Sphera (placa 1) foram descongelados, centrifugados a 5,000 rpm
por 1 minuto e lisados em 350 ul de tampéo RLT. Logo apés, o lisado foi
transferido para uma coluna eliminadora de gDNA acoplada a tubo coletor
de 2 mL, sendo centrifugado a 10.000 rpm por 30 segundos. A este volume
foram adicionados 350 ul de etanol 70% e os 700 ul resultantes foram
transferidos para uma nova coluna RNeasy spin inserida em um tubo de
coleta de 2 mL. Efetuou-se uma nova centrifugacdo a 10.000 rpm por 15

segundos, sendo o filtrado descartado. Em seguida, foram adicionados 700
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ul de tampdo RW1 na coluna e centrifugou-se a 10.000 rpm por 15
segundos para lavar a membrana da coluna. O filtrado foi descartado e
adicionou-se 500 ul de tampé&o RPE na coluna. Em seguida, centrifugou-se a
10.000 rpm por 15 segundos, descartou o filtrado e mais uma vez adicionou-
se 500 pl de tampdo RPE. A coluna foi centrifugada a 10.000 rpm por 2
minutos e posteriormente transferida para um eppendorf de 1,5 mL. Foram
adicionados 40 ul de agua RNase-free a coluna e centrifugou-se por 1
minuto a 10.000 rpm. Por fim, a coluna foi descartada e o RNA foi
quantificado no aparelho Qubit fluorometer (Invitrogen), seguindo as
instrucdes do kit Quant-it RNA Assay (Qiagen). Apos a quantificacdo, o RNA
foi armazenado a -20°C para posterior utilizacao.

3.5 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para a sintese do DNA complementar (cDNA), utilizamos apenas o
RNA extraido dos esferoides formados com 1x10* células e empregamos o
kit comercial ThermoScript RT-PCR System (Invitrogen). Inicialmente
calculou-se o volume necessario correspondente a 132 ng de RNA para
cada amostra. Essa aliquota foi entdo transferida para um tubo eppendorf
contendo: 1 ul de primer, 2 ul de 10 mM dNTPmix e ajustou o volume para
12 pl com agua DEPC-treated. Posteriormente, fez a denaturacdo do RNA e
primer, incubando as amostras a 65°C por 5 minutos em um termociclador
(Analitica). Em seguida, foi adicionado em cada tubo o master mix contendo

0S componentes descritos no quadro 1:

Quadro 1: Componentes do master mix para a sintese de DNA complementar (CDNA)

Componentes Volume dos componentes (ul)
cDNA Buffer 4,0
0,1MDTT 1,0
RNase OUT 1,0
Agua DEPC 1,0
Enzima ThermoScript 1,0
Volume final do mix: 8,0 pl
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Apés adicdo do master mix em cada tubo, as amostras foram
transferidas para o termociclador, sendo incubadas a 25°C por 10 minutos,
50°C por 50 minutos e 85°C por 5 minutos. Logo apos, foi adicionado 1 ul de
RNaseH e incubou a 37° durante 20 minutos. O cDNA sintetizado de cada

amostra foi armazenado a -20°C.

3.6 Reacbes de RT-PCR convencional

Para as reagfes de RT-PCR convencional (Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction), utilizamos o Master Mix para PCR
convencional (Quatro G&P Ltda) o qual jA& contém: Tag DNA Polimerase
recombinante, MgCl, e dNTPs em concentracfes suficientes para reacoes
de PCR com volume final de 50 ul, sendo necessério acrescentar apenas 0s
primers e a amostra. A sequéncia dos primers para ABCB1, ABCB5, ABCB8
e GAPDH utilizadas neste estudo foram obtidas em Takenaka et al. (2013) e
sintetizadas pela Invitrogen (quadro 2). Para as rea¢des de RT-PCR, foram
adicionados os seguintes componentes para uma reacao: 45 ul Master Mix,
3 ul de cDNA e 2 ul primer (200 nM do Foward e 200 nM do Reverse),
obtendo um volume final de 50 ul. As reagbes de amplificacdo foram
realizadas no termociclador seguindo as seguintes condi¢Oes: denaturacao
inicial 94°C durante 5 minutos, seguida de incubacdo a 94°C por 30

segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, por 35 ciclos.

Quadro 2: Sequéncia dos primers para os transportadores ABC (ABCB1, ABCB5 e ABCBS)
e do gene constitutivo GAPDH utilizados na RT-PCR.

Primer forward (5" a 3’) Primer reverse (5" a 3') Tamanhodo
produto (pb)

ABCB1 CGTGGTTGGAAGCTAAGGGT | TGCTGCCAAGACCTCTTCAG 153

ABCB3 GGTGAAGGGCTGAAACTCA | CCTGGGCCCTAAAGGCTATG 188

ABCB8 TGCTCCGACAAGACATCACC | CCTGACACTGGCGAGACAAT | 270
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC | GAAGATGGTGATGGGATTTC 276
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3.7 Eletroforese em gel de agarose

A visualizacdo dos amplicons foi feita através de eletroforese em gel
de agarose (3,0%) em tampéo TBE [Tris (100 nM), acido borico (90 nM) e
EDTA (1 mM)]. Para ser aplicado no gel, utilizou-se apenas 25,0 ul do
produto de PCR e 6,0 ul de tampao de amostra [Gel Red 5x com Bromofenol
(Quatro G&P Ltda)]. Um poco foi reservado para aplicacdo do marcador de
peso molecular 50 pb (EasyGene). O gene GAPDH foi empregado como
controle da reacdo de PCR, uma vez que seus niveis ndo variam com as
diferentes condi¢cBes. As bandas foram visualizadas em um transiluminador

UV (BioRad) através do software ImageLab.

3.8 Padronizacdo da RT-PCR em tempo real (QRT-PCR)

A técnica qRT-PCR requer uma série de padroniza¢gbes para que 0S
experimentos a serem realizados ocorram com alta eficiéncia. A
concentracdo dos primers e a concentracdo de amostra sdo duas condi¢cdes
importantes neste método. Diante disso, foram realizadas a padronizacéo da
concentracéo dos primers e a curva de eficiéncia da amostra.

As reacgOes foram realizadas no equipamento iCycler 1Q5 (BioRad),
utilizando-se o corante fluorescente SYBR Green (MasterMix PCR Tempo
Real — SYBR Green 2x, Quatro G P&D Ltda)

3.8.1 Padronizagao da concentragao dos primers

A sequéncia dos primers utilizados para analise dos transportadores
ABCB1, ABCB5 e ABCB8, e do controle enddégeno GAPDH, foram
adquiridas no banco de dados da OriGene Technologies
(www.origene.com/catalog/gene-expression/gpcr-primer-pairs) e sintetizadas
pela Invitrogen. A sequéncia dos primers utilizados neste experimento, bem

como o0 numero de acesso, encontram-se no quadro 3.
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Quadro 3: Sequéncia dos primers dos transportadores ABCB1, ABCB5 e ABCBS8, bem
como do controle endégeno GAPDH, utilizados na gRT-PCR.

Primer forward (5" a 3) Primer reverse (5" a 3’) Tamanho do Numero de
produto (pb) acesso
ABCB1 GCTGTCAAGGAAGCCAATGCCT | TGCAATGGCGATCCTCTGCTTC 120 NM_000927
ABCBS TTTGCCTATGCGGCAGGGTTTC CAAAACGAGCGTTTCTCCGATGG | 132 NM_001163941
ABCBS8 CCTGCTTATCCTCTATGGTGTCC GCCCTGTCTTATTGGCGTCAAAG 158 NM_001282291
GAPDH GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA 131 NM_001256799
PMCA4 CTCACCGAACTGACCTGTATCG GGCTGTGTTGATGTTGTCACCTG | 157 NM_0010013S6

Para determinar a menor concentragéo de primer capaz de amplificar
de forma adequada o cDNA das amostras, utilizou-se 1 ng do cDNA da
amostra de células SKMEL-37 cultivadas em monocamada e 5 diferentes
concentracbes de cada sequéncia de primer (forward e reverse): 50, 100,
200, 300 e 400 nM (figura 22).
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Figura 22: Esquema da placa utilizada na qRT-PCR para padronizacdo da concentracao de
primer. Foram utilizadas 5 diferentes concentragBes de cada primer (50, 100, 200, 300 e
400 nM) e 1 ng de cDNA sintetizado a partir do RNA das células SKMEL-37 cultivadas em
monocamada.

As reagOes foram realizadas nas seguintes condi¢cdes de ciclagem:

desnaturacao inicial a 50°C por 2 minutos e 95°C por 10 minutos, seguido de
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40 ciclos de desnaturagao (95°C por 15 segundos) e anelamento/extenséo
(60°C por 1 minuto). Ao término da amplificacédo foi realizada a curva de
dissociacao (Melt curve) que consistiu em 81 ciclos, iniciando a 55°C por 30

segundos e a temperatura foi subsequentemente aumentada para 95°C em

0,5°C/segundo.

3.8.2 Curva de eficiéncia de amplificagao do qRT-PCR

ApoGs a determinagdo da concentragdo ideal de primer, utilizou-se a
concentracédo de 100 nM para realizar uma curva padrao, a fim de verificar a
eficiéncia de amplificacdo da reacdo. Para isso, foram utilizadas diferentes
concentractes (10; 5; 2,5; 1,2; 0,6 e 0,3 ng) de cDNA da amostra de células

SKMEL-37 cultivadas em monocamada (figura 23).
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Figura 23: Esquema da placa utilizada na gRT-PCR para realizagdo da curva de eficiéncia
de amostra. A amostra de cDNA das células SKMEL-37 cultivadas em monocamada foi
diluida em 6 concentragfes: 10; 5; 1,5; 1,2; 0,6 e 0,3 ng. As reagfes envolvendo esta
amostra foram realizadas utilizando 100 nM de cada sequéncia de primer.

As reacOes foram realizadas seguindo as seguintes condi¢cdes de
ciclagem: desnaturacao inicial a 50°C por 2 minutos e 95°C por 10 minutos,

seguido de 40 ciclos de desnaturagdo (95°C por 15 segundos) e
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anelamento/extensdo (60°C por 1 minuto). Ao término das amplificacfes foi
realizada a curva de dissociacédo (Melt curve) para que a especificidade das
reacoes fosse garantida. Essa curva consiste em 81 ciclos, iniciando a 55°C
por 30 segundos e a temperatura é subsequentemente aumentada para
95°C em 0,5°C/segundo.

A curva padrdo é obtida pela regressédo linear do valor do ciclo de
amplificagdo CT (Cycle threshould) sobre o log da quantidade inicial de
cDNA. A eficiéncia de amplificacdo da reacdo é calculada conforme a
equacdo: E = 100¥5°?) ¥ 100. Um coeficiente angular da curva padrdo de —
3,32 indica uma reacdo com 100% de eficiéncia.

3.9 Reagbes de RT-PCR em tempo real (QRT-PCR)

Apés a padronizacdo da concentracdo de primer e de amostra, foi
realizada a qRT-PCR das amostras de cDNA dos esferéide formados na
placa Nunclon Sphera (placa 01). Para a realizacdo da gRT-PCR, foram
utilizados os seguintes componentes: primer (100 nM de cada sequéncia),
cDNA das amostras dos esferdides (1 ng), e o Master Mix contendo o
corante fluorescente SYBR Green, Taq DNA Polimerase recombinante,
MgCl, e dNTPs (Master Mix SYBR Green, Quatro G P&D Ltda), com volume
final de reacéo 25,0 pl.

Foram realizados trés experimentos independentes e as reacdes para
cada primer foram feitas em duplicatas, sendo realizados também controles
sem amostra (controle negativo) para avaliar possivel contaminacdo dos

reagentes com produtos de PCR, conforme indicado na figura 24.
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Figura 24: Representacdo esquematica da placa utilizada para as rea¢gbes de qRT-PCR
utilizando amostras de cDNA dos esferoides formados na placa Nunclon Sphera com 1x10*
células das linhagens A-375 e SKMEL-37. Os esferdides foram retirados para andlise logo
apos o periodo de sua formacgéo (03 dias) e no 4° e 7° dia de crescimento. As reacdes foram
feitas com 100 nM e primer e 1 ng de cada amostra, em duplicata para cada primer.
Reacdes sem amostra usando o primer GAPDH foram realizadas para verificar possivel
contaminacao.

As reacbes foram realizadas no equipamento iCycler 1Q5 e as
condicdes de ciclagens estdo descritas na tabela 5. Ao término da
amplificacéo, a curva de Melting foi realizada em 81 ciclos, iniciando a 55°C
por 30 segundos e a temperatura foi subsequentemente aumentada para

95°C em 0,5°C/segundo, para garantir a especificidade da amplificacéo.
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Tabela 5: Condi¢6es de ciclagem utilizada na gRT-PCR no equipamento iCycler 1Q5.

Denaturagao inicial 502C 2 min
952C 10 min

40 ciclos

Denaturacdo 959C 15 seg

Anelamento/extensdo 602C 1 min

Os valores quantitativos da expressédo dos genes de interesse foram
obtidos através da quantificacdo relativa. Os valores de Cycle Threshould
(CT) de cada gene foram obtidos em duplicata em cada um dos trés
experimentos independentes, dessa forma, foram calculadas as médias
aritméticas destas. Posteriormente, para cada experimento independente foi
obtido o valor de ACT, AACT e fold change de cada gene de interesse, de

acordo com as seguintes formulas:

ACT = média dos CT gene de interesse — média dos CT gene endb6geno
AACT = ACT amostra esferdide — média do ACT amostra tempo 0

Fold change = 2" 44¢T

3.10 Analise estatistica

Apos a quantificacéo, os resultados obtidos foram submetidos a testes
estatisticos para determinar as possiveis diferencas estatisticas entre o0s
periodos de incubacado dos esferoides.

A andlise dos dados foi realizada através de One Way ANOVA,
seguida de pés-teste ndo paramétrico de Tukey.

As diferengas foram consideradas significativas para p<0.05. Todas
as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad

Prism versao 5.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Padronizacéao da técnica para formacao dos esferoides

4.1.1 Cultura em microplaca com a superficie revestida com agarose

Células SKMEL-37 foram cultivadas em placas de 96 pocos tratadas
com agarose (1%) a fim de formar agregados tridimensionais (esferoides).
Para isso, foram utilizadas quatro densidades celulares (2x103, 4x10°, 2x10*
e 4x10%. O processo de formacdo e crescimento dos esferoides foi
observado através de um microscopio de luz invertida e nos dias 11°, 13°,
15°, 19° e 21° foram obtidas as fotomicrografias desses esferoides,

conforme apresentadas na figura 25.

Dia11 Dia 13 Dia 15 Dia 19 Dia 21

o

Figura 25: Fotomicrografia dos esferéides formados com células de melanoma humano da
linhagem SKMEL-37 em placas de 96 pogcos com a superficie revestida com agarose. Os
esferéides foram formados com quatro diferentes densidades: (A) 2x10° células/pogo; (B)
4x10° células/poco; (C) 2x10* células/poco; (D) 4x10* células/poco. Estes esferoides ficaram
incubados em incubadora Uumida a 37°C com 5% de CO, por um periodo de 21 dias.
Durante o periodo de incubacdo, a formacdo e crescimento dos esferdides foram
acompanhados através de um microscopio de luz invertida.
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Observamos que nas condi¢des usadas neste método, houve a
formacgéo e crescimento dos esferdides. Embora fossem obtidos esferdides
anicos em todos os pocos da placa, foi possivel observar que algumas
células aderiram ao gel de agarose.

Os esferodides obtidos através deste método apresentaram tamanhos,
formas e graus de compactacdo variados. Os esferdides formados com
2x10° e 4x10° sdo mais compactos e apresentaram forma mais esférica
(figura 25A-B), enquanto os esferéides formados com 2x10* e 4x10* células
estavam menos compactos e com formatos irregulares (Figura 25C-D). Além
disso, observamos que esses esferdides apresentaram maior tamanho
quando comparados com os esferdides formados com 2x10° e 4x10°
células. Todos os esferbéides que foram formados, aparentemente,
apresentaram um aumento no tamanho no dia 21 de cultivo em comparacéao
com o dia 11.

Apos 06 dias de incubacédo, observamos que as células cultivadas nos
pocos contendo 50 ul de agarose, aderiram ao gel de agarose e nédo houve a

formacao dos esferoides (figura 26).

2x103 células 4x103 células
6 dias de incubacdo 6 dias de incubacdo

Figura 26: Fotomicrografia das células SKMEL-37 de melanoma cutaneo humano que
foram cultivadas em placa de 96 pocos contendo 50 ul de gel de agarose. Densidades
celulares de 2x10° (A) e 4x10° (B) foram incubadas a 37°C em 5% de CO, numa incubadora
Umida durante 06 dias. Apds esse periodo observou-se pelo microscopio de luz invertida
gue ndo ocorreu a formacgédo do esferodide.
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4.1.2 Cultura em gotas suspensas

Nesta técnica, células das linhagens A-375 e SKMEL-37 com
densidade 1,8x10° células/poco foram cultivadas na placa Perfecta3D
Biomatrix em gotas suspensas para indugcdo da agregacao celular
espontanea, formando os esferdides. Apos 07 dias de incubacdo, os
esferdides foram transferidos para uma placa de 96 pocos revestidos com
gel de agarose para finalizagdo do desenvolvimento. Somente nesse periodo
foi possivel realizar a visualizacdo dos esferdides através do microscépio de
luz invertida, pois a visualizacao € inviavel enquanto eles estdo nas gotas

suspensas (figura 27).
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Figura 27: Fotomicrografia da formacdo dos esferdides na placa Perfecta3D Biomatrix.
Suspenséo celular de A-375 e SKMEL-37 na densidade de 1,8x10° foram cultivadas em
gotas suspensas, promovendo a agregacao celular. A placa Perfecta3D Biomatrix contendo
as gotas suspensas foi incubada por 07 dias em incubadora Gmida contendo 5% de CO, a
37°C. Posteriormente, os esferdides formados a partir das células A-375 (A) e SKMEL-37
(B) foram transferidos para uma placa de 96 pocos revestidos com gel de agarose para
completa maturacgéo.

Apb6s 07 dias de incubacdo em gotas suspensas observamos que 0s
esferdides formados com células A-375 estavam descompactados (figura
27A) quando comparado com o grau de compactacdo dos esferbides
formados com células SKMEL-37 (figura 27B). No entanto, os esferoides
SKMEL-37 apresentaram tamanhos e formas mais irregulares.

Também se verificou que durante o processo de transferéncia dos
esferdides da placa Perfecta3D Biomatrix para a placa de 96 pocos

revestidos com agarose alguns esferoides se fragmentaram (figura 28).
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Figura 28: Fotomicrografia representando os esferéides que foram segregados apoés
transferéncia da placa Perfecta3D Biomatrix para a placa de 96 pocos revestidos com
agarose.

Somente os esferéides que foram transferidos para a placa de 96
pocos revestidos com agarose e gque mantiveram sua estrutura foram
acompanhados por um periodo de 72 horas (figura 29). Observamos que 0s
esferdides de A-375 apresentaram maior grau de compactacao e delimitacdo
ao término de 10 dias de incubacdo. Devido a maior compactacdo das
células nestes esferbides, houve aparentemente uma pequena diminuicao
do seu tamanho entre 08 e 10 dias de incubacao (figura 29A). Ja os
esferdides de SKMEL-37 apresentaram uma maior intensidade de coloracéo,
indicando o aumento da proliferagdo celular com 10 dias de incubagéo.
Observamos também que apoOs a transferéncia dos esferdides da placa
Perfecta3D Biomatrix para a placa de 96 pocos, células da linhagem
SKMEL-37 aderiram ao gel de agarose em uma maior propor¢cado em relacéo
as células A-375 (figura 29B).
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Figura 29: Fotomicrografia representativa dos esferéides apés 08 e 10 dias de formacao em
gotas suspensas na placa Perfecta3D Biomatrix. ApOs a formacao dos esferbides na placa
Perfecta3D Biomatrix, estes foram transferidos para a placa de 96 pocos revestidos com

agarose e ficaram incubados por mais 72 horas, completando 10 dias de incubacéo.

4.1.3 Cultura em placas de superficie ndo aderente

A placa Nunclon Sphera de 96 poc¢os possui superficie ndo aderente,
permitindo assim minima adesdo das células & superficie da placa,
facilitando a formacédo de esferdides. Células de melanoma humano das
linhagens A-375 e SKMEL-37 foram cultivadas em duas placas em quatro
densidades diferentes: 5x10°, 1x10% 2x10* e 4x10* células/poco. Apds a
transferéncia da suspenséo celular para a placa, essa foi centrifugada para
facilitar o agrupamento das células no fundo dos pocos (figura 30).

Resultados 58



5x10° células 1x10% células 2x10% células 4x10% células
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Figura 30: Fotomicrografia das células A-375 e SKMEL-37 ap0s centrifugacéo na placa
Nunclon Sphera. As suspensdes celulares de 5x10°, 1x10*, 2x10* e 4x10* foram transferidas
para os 96 pocos da placa Nunclon Sphera. Logo apds, a placa foi centrifugada para
permitir o agrupamento das células nos pocos.

Em uma placa foram cultivadas as densidades celulares de 5x10° e
1x10% células/poco (placa 01). Essa placa ficou incubada por um periodo
total de 10 dias em incubadora umida contendo 5% de CO, a 37°C e
periodicamente o processo de formacdo e crescimento dos esferéides foi
acompanhado através da visualizagdo destes em um microscopio de luz
invertida. Sob essas condigfes, as células A-375 e SKMEL-37 comegaram
a se agregar para dar inicio a formacdo dos esferdides ap6s 24 horas de
incubacao, independente da densidade celular. Apos 72 horas de incubagéo
observamos o aumento do grau de compactacdo e delimitacdo dos
esferoides, indicando sua formacao. A morfologia dos esferdides apresentou
diferenca entre as duas linhagens. As células A-375 tendem a formar
estruturas mais esféricas, enquanto as células SKMEL-37 apresentam
formatos mais irregulares. Devido ao aumento da compactacéo das células,
o tamanho dos esferdides incubados por 72 horas é menor em relacdo a 24

horas (figura 31).
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Figura 31: Fotomicrografia do processo de formacgdo dos esferdides na placa Nunclon
Sphera. Suspenséao celular de 5x10° células A-375 e SKMEL-37 (A e C, respectivamente) e
1x10* células A-375 e SKMEL-37 (B e D, respectivamente) foram transferidas para os 96
pocos da placa Nunclon Sphera e mantidas em incubadora imida com 5% de CO, e 37°C.
O processo de formagdo foi observado através de microscopio de luz invertida e os
esferéides foram fotomicrografados com 24h, 48h e 72h de incubacéao.

A figura 32 representa o processo de crescimento dos esferbides da
placa 01 no 4°, 6° e 7° dias apds o periodo de formacdo. Posteriormente as
72 horas iniciais de incubacdo para a formacdo dos esferoides, 100 ul do
meio de cultura foi retirado e ao repor esse volume, algumas células
dissociaram e se aglomeraram ao redor do esferdide. Porém, isso néo
prejudicou o desenvolvimento dos esferdide, pois foi possivel observar que o
tamanho desses aumentou gradualmente conforme o aumento do periodo
de incubacdo. No 7° dia de incubacdo o esferdide formado com 5x10°

células SKMEL-37 desprendeu-se do aglomerado de células que havia se
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formado abaixo dele durante a reposicdo do meio de cultura e o esferdide
formado com 1x10* células SKMEL-37 foi degradado.

Figura 32: Fotomicrografia representando os esferdides incubados por 04, 06 e 07 dias
apos o periodo de 72 horas de sua formagdo na placa Nunclon Sphera. (A) esferdides
formados com 5x10° células A-375; (B) esferdides formados com 1x10* células A-375; (C)
esferéides formados com 5x10° células SKMEL-37; (D) esferdides formados com 1x10*
células SKMEL-37. Estes esferéides formados e mantidos na placa Nunclon Sphera foram
mantidos por um periodo total de 10 dias em incubadora Umida a 37°C e 5% de CO..

Observamos na placa com células A-375 e SKMEL-37 nas
densidades de 2x10* e 4x10* que os esferéides desenvolveram-se a partir
de agregados de células menores que proliferaram ao longo dos dias. Os
esferdides formados a partir de uma maior densidade celular apresentaram,
consequentemente, tamanho maior. Os esferbides formados com células A-

375 apos 07 dias de incubacdo exibiram uma forma mais uniforme,
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esférica/oval, bordas definidas, boa delimitacdo, consequentemente sao
considerados esferéides de melhor qualidade, quando comparados com 0s
esferdides formados pelas células SKMEL-37 que apresentaram bordas
irregulares e baixa delimitacdo. Os esfer6ides de A-375 com 72 horas de
incubacdo j4 apresentaram maior grau de compactacdo em relacdo aos
esferdides de SKMEL-37 com 07 dias de incubacdo. Observamos em todos
os esferdides formados que a tonalidade da coloracéo intensificou ao longo
dos dias de incubacéo, indicando aumento do grau de compactacao e

proliferagcéo celular (figura 33).

24h 48h 72h 96h Dia 7

Figura 33: Fotomicrografia do processo de formacgao dos esferdides na placa Nunclon
Sphera durante o periodo de 07 dias de incubagdo. (A) esferdides formados com 2x10*
células A-375; (B) esferdides formados com 4x10* células A-375; (C) esferdides formados
com 2x10* células SKMEL-37; (D) esferéides formados com 4x10* células SKMEL-37. Estes
esferéides foram incubados em incubadora Umida com 5% de CO, a 37°C por um periodo
de 07 dias a fim de promover a formacgéo e crescimento dos esferéide.

4.2 ReacOes de RT-PCR convencional

Para as reacfes de RT-PCR convencional, os esferdides formados na
placa Nunclon Sphera (placa 01) com densidades de 5x10° e 1x10*
células/pogo, foram retirados da placa e armazenados a -20°C apoOs o
periodo de formacéo (72 horas), 04 e 07 dias de incubacdo. O RNA dessas
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amostras foi extraido para andlise da expressdo génica dos transportadores
ABC (ABCB1, ABCB5 e ABCBS).

N&o foi possivel obter concentracdes de RNA suficientes para analise
da expressdo génica dos esferéides formados com 5x10° células A-375 e
SKMEL-37, portanto, ndo utilizamos essas amostras no estudo.

A fim de detectar a presenca dos transportadores da familia ABC nos
esferéides formados com 1x10* células A-375 e SKMEL-37, realizamos RT-
PCR convencional com os iniciadores especificos para os genes ABCB1,
ABCB5 e ABCBS.

Através da visualizacdo dos produtos de PCR pela eletroforese de gel
de agarose foi possivel observar que os esferdides de células A-375 na
densidade de 1x10* células/poco expressaram o gene ABCB1 em todos 0s
periodos em que os esferdides ficaram incubados, assim como o gene
ABCBS8 também foi expresso (figura 34A-C, linhas 1 e 3, respectivamente).
Ja o gene ABCB5 nao foi expresso em nenhum periodo de incubacdo dos
esferodides (figura 34A-C, linha 2).

Figura 34: Perfil do produto amplificado das rea¢des de RT-PCR utilizando esferdides da
linhagem A-375 formados com 1x10* células. Estes esferdides foram cultivados nos pocos
da placa Nunclon Sphera e retirados para anélise apés o periodo de formacéo (72 horas)
(A), 04 (B) e 07 (C) dias de incubacdo em incubadora Umida com 5% de CO, a 37°C.
Marcador de peso molecular DNA ladder 50 pb (PM), ABCB1 (1), ABCB5 (2), ABCB8 (3) e
GAPDH (4). Eletroforese em gel de agarose a 3,0%.

Durante os 07 dias de incubacéo apos a sua formacao, os esferoides
formados com 1x10* células SKMEL-37/poco ndo apresentaram nenhum
produto de amplificagédo dos genes ABCB1 e ABCBS5 (figura 35A-C, linhas 1
e 2, respectivamente). Observamos que apenas o gene ABCBS8 foi expresso
em todos os periodos em que estes esferdides ficaram incubados (figura
35A-C, linha 3).
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100 pb
Figura 35: Perfil de expressdo dos produtos de RT-PCR utilizando esferéides formados
com 1x10* células da linhagem SKMEL-37. Apos as 72 horas de formagéo (A), 04 (B) e 07
dias (C) o processo de formacdo e crescimento destes esferéides foi acompanhado.
Marcador de peso molecular DNA ladder 50 pb (PM), ABCB1 (1), ABCB5 (2), ABCBS8 (3) e
GAPDH (4).

O gene GAPDH foi expresso em todos os periodos de incubagédo dos
esferdides formados com células A-375 e SKMEL-37. Este gene foi utilizado

como gene normalizador.

4.3 Padronizacao da RT-PCR em tempo real

4.3.1 Padronizagao da concentragao dos primers

Para testar a menor concentracdo dos pares de iniciadores capazes
de amplificar com especificidade as amostras, foram utilizados iniciadores
especificos dos genes ABCB1, ABCB5, ABCB8 e GAPDH, sendo este ultimo
controle endégeno, considerado gene housekeeping. Para realizar as
reacoes de gRT-PCR foi utilizado cDNA sintetizado com 1 ng de RNA de
células SKMEL-37 cultivadas em monocamada e cinco diferentes
concentracdes de cada sequéncia de primer: 50, 100, 200, 300 e 400 nM.

Apo6s amplificagéo, foi realizada uma analise do perfil da curva de
dissociacdo e foi possivel observar que para todos os genes dos
transportadores ABC utilizados neste estudo a concentragéao na faixa de 100
nM de primer apresentou apenas um pico na reacao indicando uma
amplificacdo especifica de um unico fragmento e auséncia de dimeros de
primer (figura 36). Em relacdo ao gene endogeno GAPDH, a concentracao
na faixa de 100 nM também foi a menor concentracdo capaz de amplificar
com especificidade as amostras (figura 37).
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Figura 36: Perfil das curvas de dissociacdo dos genes de interesse. Os iniciadores para
gRT-PCR dos transportadores ABC utilizados neste estudo (ABCB1, ABCB5 e ABCBS)
foram padronizados em relagdo a concentragcdo. Para isso, foram utilizadas 5 diferentes
concentracdes (50, 100, 200, 300 e 400 nM) e a andlise foi feita através do pico da curva de
dissociacao.
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Figura 37: Perfil da curva de dissociagdo do gene enddégeno (GAPDH). Os iniciadores para
gRT-PCR do gene enddgeno utilizado neste estudo foram padronizados em relacdo a
concentracdo. Para isso, foram utilizadas 5 diferentes concentracdes (50, 100, 200, 300 e
400 nM) e a andlise foi feita através do pico da curva de dissociacéo.

4.3.2 Curva de eficiéncia de amplificagao do qRT-PCR

Apés a determinacdo da concentragdo dos primers, utilizou-se esta
concentracéo de 100 nM para realizar uma curva padréo, a fim de verificar a
eficiéncia de amplificacdo da reacdo. Para todos o0s ensaios, foram
analisadas diluicbes seriadas de cDNA (10; 5; 2,5; 1,2; 0,6 e 0,3 ng) das
amostras SKMEL-37 cultivadas em monocamada. Os dados do log da
concentracédo de cDNA versus valor de CT para cada ensaio de amplificacédo
originou uma curva-padrdo, cujo coeficiente angular da reta (slope) foi
utilizado para célculo de eficiéncia do respectivo ensaio. A tabela 6 mostra

os valores de slope e eficiéncia da reagéo obtida para os diferentes genes
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estudados. As reacOes padronizadas apresentaram uma eficiéncia

semelhante, o que permitiu a utilizacdo do método de AACT comparativo.

Tabela 6: Valores de slope e eficiéncia para cada primer obtidos através da curva de
eficiéncia de amplificacdo do gRT-PCR em células SKMEL-37.

Slope | Eficiéncia
ABCB1 -2,6 139%
ABCB5 -2,9 118%
ABCBS -2,9 118%
GAPDH -3,0 113%

4.4 ReacOes de RT-PCR em tempo real (QRT-PCR)

A emisséo de fluorescéncia foi detectada para cada ciclo de PCR e os
valores do ciclo limiar (C1) foram determinados. A média dos valores de Ct
das reacdes de PCR em duplicata foi normalizada pelos valores médios de
Ct para o gene housekeeping (GAPDH). Como controle da reacédo foi
utilizada a amostra de cDNA dos esferoides referentes ao tempo 0, ou seja,
esferdides retirados para andlise logo ap6s o periodo de 72 horas de
formacdo. A quantificacdo da expressdo génica foi realizada através do
meétodo de quantificacao relativa (método AACT). Os resultados obtidos para
as linhagens celulares A-375 e SKMEL-37 foram analisados por One Way
ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey.

As reacgbes de gRT-PCR possibilitaram a analise da expressao dos
genes ABCB1, ABCB5 e ABCB8 nas duas linhagens celulares de melanoma
cutaneo estudadas. O gene ABCB5 nédo foi expresso nas células A-375,
assim como também néo foi expresso nas células SKMEL-37. Resultado
semelhante ao encontrado no RT-PCR convencional.

Os esferdides formados pelas células A-375 apresentaram um
aumento do nivel de expressdo do gene ABCB1 com 07 dias de incubacgéo
apos sua formacdo quando comparado com o nivel de expressdo dos
esferdides do tempo O (controle) e 04 dias incubacao (p<0,05 e p<0,01,
respectivamente). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre
os esferdides do tempo 0 e tempo 4 de incubagdo (p=NS) (figura 39).
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Houve um aumento da expressdo do gene ABCB8 nos esferdides
formados pelas células A-375 com 07 dias de incubacdo ap6s seu periodo
de formacéo em relacdo aos esferéides do controle (tempo 0) e do tempo 04
(p<0,05 e p<0,01, respectivamente). Os resultados da expressdo do gene
ABCBS8 nos esferdides incubados por 04 dias apdés sua formacdo nédo
apresentaram diferencga estatistica significante em relacéo aos esferdides do
tempo 0 (p=NS) (figura 38).

A ABCB1 (A-375) ABCBS (A-375)
-] *
3 204 . S 204 ' =
€ f R = E A
S 15 T E 1.5
o 1.5 5 —szE—'
S, . 4 & ——
3 10 == v 101 ——
= ® d —
5 —lg— g
g 0.54 8 0.5
c c
£ 2
G G
E 0'0 1 T 1 % o'e T L) 1
£ Tempo 0 Tempo 4 Tempo 7 [ Tempo 0 Tempo 4 Tempo 7
Periodo de incubagdo Periodo de incubagdo

Figura 38: Perfil de expressao dos genes ABCB1 e ABCB8 nos esferdides da linhagem de
melanoma A-375. A média dos valores de CT das duplicatas de cada experimento
independente foi normalizada pela expressdo do gene GAPDH e em relacdo & média dos
valores de CT dos esferdides no tempo 0 (controle). O grafico demonstra os valores de
Fold-change dos esfer6ides no tempo 4 e 7 em relagdo ao controle. A andlise de variancia
utilizada foi One Way ANOVA, seguido de pés-teste de Tukey. Foi considerado significativo
p<0.05.

Nos esferoides formados pelas células SKMEL-37, o gene ABCBL1 foi
expresso em todos os tempos de incubacdo, sendo que no periodo de 04
apos a sua formacdo o nivel de expressdo nao apresentou diferenca
significativa em relagcdo ao controle (tempo 0) (p=NS). Com 07 dias de
incubacdo apods sua formagédo, os esferdides dessa linhagem apresentaram
um aumento do nivel de expressao do gene ABCB1 em relagdo ao tempo 0
e 4 de incubacao (p<0,01 e p<0,01, respectivamente) (figura 39).
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Figura 39: Perfil de expressao dos genes ABCB1 e ABCB8 nos esferdides da linhagem de
melanoma SKMEL-37. A média dos valores de CT das duplicatas de cada experimento
independente foi normalizada pela expressdo do gene GAPDH e em relacdo & média dos
valores de CT dos esferdides no tempo 0 (controle). O grafico demonstra os valores de
Fold-change dos esferbides o tempo 4 e 7 em relagdo ao controle. A analise de variancia
utilizada foi One Way ANOVA, seguido de pés-teste de Tukey. Foi considerado significativo
p<0.05.

Esferdides das células SKMEL-37 apresentaram um aumento do nivel
expressdo do gene ABCB8 no periodo de 07 dias de incubacdo apds sua
formacao quando comparado com a expressdo dos esferdides no tempo 0
(p<0,05). Ap6s 04 dias de incubacdo os esferbides dessa linhagem
aumentaram a expressao do gene ABCB8 em relacdo ao controle (p<0,01).
No entanto, entre os periodos de incubacdo de 04 e 07 dias apods a
formacdo dos esferdides, ocorre uma diminuicdo do nivel de expressao
deste gene (p<0,01) (figura 39).

A especificidade dos produtos de gRT-PCR foi verificada por
eletroforese em gel de agarose. Todos os produtos de PCR tinham o
tamanho correto e ligacdo especifica, confirmando a especificidade dos
ensaios de gRT-PCR.
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5. DISCUSSAO

Melanoma cutaneo é uma das malignidades mais agressivas,
representando um problema de saude publica em muitos paises porque sua
incidéncia aumentou de forma constante nos ultimos 30 anos e as
estatisticas estimam a duplicagcdo da incidéncia a cada 10-20 anos
(SANDRU et al., 2014). Sua evolucdo imprevisivel, mortalidade preocupante
e um tratamento com resultados modestos ou até mesmo ausentes em
estagios avancados, caracterizam um ruim progndéstico com apenas 5% a
10% dos pacientes com melanoma metastatico sobrevivendo por 05 anos
(BANDARCHI et al., 2013).

A resisténcia tumoral aos quimioterapicos tem sido um grande
obstaculo ao sucesso do tratamento do melanoma, sendo alvo de pesquisa
e, nesse contexto, torna-se importante a busca de modelos que possibilitam
compreender o comportamento da célula e do microambiente tumoral.

Com o objetivo de padronizar um método simples de executar,
eficiente e de alto rendimento que melhor representasse o microambiente
tumoral in vitro, foi proposto neste estudo o cultivo 3D de células de
melanoma humano, através da formacao dos esferdides. As técnicas mais
utilizadas para a formacao dos esferéides é baseado na agregacao celular
em placas com pocos revestidos com gel de agarose, gotas suspensas ou
em placas com superficie de baixa adesédo (TRINCH et al., 2016).

O primeiro método utilizado neste estudo foi a formacédo dos
esferdides através da cultura em placas com a superficie revestida com gel
de agarose. Segundo Ravi e colaboradores (2015), o gel de agarose é de
simples e facil uso para formar esferéides em culturas 3D, porém cada
linhagem celular exige diferentes condi¢bes, como concentracao do gel de
agarose, densidade celular e periodo de incubacdo. Nossos resultados
indicaram que células da linhagem SKMEL-37 foram capazes de se
agregarem e formarem esferéides de tamanho, forma e grau de
compactacao variados independente da densidade celular. Contudo, as

menores densidades celulares (2x10° e 4x10° células/poco) desenvolveram
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melhores esferdides apresentando maior compactacédo celular e forma mais
esférica ao longo dos 21 dias de incubagéo.

Apesar de essa técnica permitir a formacdo de um unico esferdide
por poco, nossos resultados demonstraram que houve a formacdo de
colénias de células ao redor do esferdide. Outra desvantagem dessa técnica
observada neste estudo € o desprendimento do revestimento do gel de
agarose da superficie do pogco durante a remocéo e reposicdo do meio de
cultura.

A fim de verificar o melhor meio de induzir a agregacao celular através
da minima ligacdo das células as superficies da placa, além de apenas
revestir os pocos com gel de agarose, depositamos 50 ul deste gel em
alguns pocgos. Nossos resultados indicaram que neste caso as células
SKMEL-37 interagiram com o gel de agarose e ndo houve a formacéo de
esferoides.

Apesar da grande utilizacdo de hidrogéis como matrizes ou estruturas
para formacdo de esferbides, estes podem interagir com as células,
alterando o microambiente tumoral (HOARAU-VECHOT et al., 2018). O
método de formacao dos esferdides através de gotas suspensas é baseado
na tendéncia natural das células aderirem umas as outras, eliminando as
preocupacdes com relacdo aos efeitos que os hidrogéis podem causar nos
esferdides (RAGHAVAN et al., 2015).

Para a formacdo de esferéides das linhagens celulares A-375 e
SKMEL-37 através do meétodo de gotas suspensas, utilizamos neste estudo
a placa Perfecta3D Biomatrix. Nesta técnica, as células aumentam a tensao
superficial que mantém a gota pendente, por isso nao foi possivel
acompanhar todo o processo de formacdo e crescimento dos esferdides
atraveés do microscopio de luz invertida. Essa placa é projetada de modo que
seja possivel remover um pequeno volume de meio de cultura da gota e
fazer a substituicdo por um volume maior para compensar a evaporacdo. No
entanto, encontramos limitagdo em remover e adicionar o meio de cultura,
devido a dificuldade em aspirar o meio gasto sem perturbar os esferéides.
Essa dificuldade também foi encontrada ao transferir os esferdides da placa

Perfecta3D Biomatrix apos 07 dias de incubacdo para a placa de 96 com

Discussdo 71



pocos revestidos com gel de agarose, causando a fragmentacdo dos
esferdides, independente da linhagem celular.

Nossos resultados indicaram que os esferdides formados pela
linhagem SKMEL-37 que mantiveram sua estrutura apos a transferéncia
foram capazes de se agregarem e formarem esferéides com maior grau de
compactacdo quando comparados com os esferbides formados pela
linhagem A-375. Apos o 3° dia de incubacéo na placa de 96 pocos para dar
continuidade ao crescimento dos esferbides, observamos que estes
apresentaram dimensdes, formas e graus de compactacdo variados, além
do mais as células SKMEL-37 interagiram com o gel de agarose em uma
maior proporcdo quando comparadas com as células A-375.

Neste estudo, um modelo de cultura 3D com placas de 96 pocos de
baixa adesdo (Nunclon Sphera) foi utilizado. Nossos resultados
demonstraram que usando a placa Nunclon Sphera fomos bem sucedidos.
Os pocos de fundo U com superficie que fornece minima ligacao as células
foram ideais para a formacdo de um unico esferdide em cada poco,
oferecendo consisténcia e reprodutibilidade ao sistema de modelo de tumor
3D in vitro.

A formacédo dos esferdides na placa Nunclon Sphera foi superior em
relacdo aos outros dois métodos utilizados neste estudo, promovendo
agregacao celular ap6s 24 horas de incubacéo e formacao dos esferodides
com 72 horas de incubacéo, independente da densidade celular (5x10° ou
1x10* células/poco).

Apb6s 07 dias de incubagédo, os esferbides formados na placa Nunclon
Sphera com maiores densidades celulares iniciais (2x10* e 4x10*
células/poco) exibiram um aumento na compactacdo. Os esferdides da
linhagem A-375 adquiriram uma forma mais esférica e com boa delimitagéo
de borda, enquanto os esferdides formados pelas células SKMEL-37
apresentaram bordas irregulares, formas mais variadas e baixa delimitacéo
de borda. Em todos os casos houve a intensificacdo da coloracdo. Esses
resultados indicam que cada linhagem celular se comporta de maneira
diferente durante a formacéo e crescimento dos esferdides.

Portanto, apds os trés testes de padronizacdo para formacdo dos

esferdides utilizando as linhagens de melanoma cutaneo SKMEL-37 e A-
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375, observamos que o método ideal é a cultura em placas de superficie ndo
aderente, utilizando menores densidades celulares (2x10° e 1x10%).

A placa Nunclon Sphera permite melhor controle do tamanho dos
esferdides a partir da quantidade de células semeadas, portanto as menores
densidades celulares formaram esfer6ides com menores dimensdes, mais
compactos e com maior delimitacdo de borda. Além disso, o design dessa
placa permitiu um alto rendimento e eficiéncia na formacéo e crescimento
dos esferoides, tornando este método reprodutivel. Neste estudo, a placa
Nunclon Sphera permitiu a anélise dos esferéides sem a necessidade de
transferir as células para uma placa diferente, sendo uma vantagem em
relacdo ao método de gotas suspensas.

Para o melanoma maligno, a quimioterapia bem sucedida é
geralmente limitada pela resisténcia intrinseca a droga. Essa resisténcia
geralmente é em relacdo a um amplo espectro de drogas citotdxicas
estruturalmente nao relacionadas, caracterizando o quadro de resisténcia a
multiplas drogas (MDR). Os mecanismos que conferem MDR as células de
melanoma cutédneo ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. No entanto,
sabe-se que varios deles estdo associados com a alta expressao dos
transportadores ABC (SUN et al., 2012; GERETTO et al., 2017).

A correlacdo entre a expressao dos transportadores ABC em tumores
malignos e a MDR tem sido amplamente investigada. Estudos comparativos
do perfil de expressdo génica revelaram que genes associados a
proliferacdo, diferenciacdo, resisténcia a terapia e migracdo Ssao
diferencialmente expressos em células mantidas como esferdides em
comparacao com culturas 2D. Baseado em relatos da presenca e atividade
de resisténcia a drogas em melanoma cutaneo humano, analisamos nesse
estudo a expressao dos transportadores ABCB1 (PAN et al., 2015), ABCB5
(SCHATTON et al., 2008) e ABCB8 (BASU et al.,, 2017) em esferbides
formados na placa Nunclon Sphera, com densidade inicial de 1x10* células
de melanoma cutaneo das linhagens A-375 e SKMEL-37, incubados por um
periodo de 10 dias.

O gene ABCBL1 é expresso em varios tecidos e foi extensivamente

relatado em conferir resisténcia a uma quantidade de drogas antitumorais
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em diferentes formas de tumores malignos humanos, incluindo melanoma
cutaneo in vitro (BASU et al., 2017).

No presente estudo, tanto os esferdides formados pelas células
SKMEL-37 quanto pela A-375 apresentaram um aumento do nivel de
expressdo génica do transportador ABCB1 no 7° dia de incubagdo apos seu
periodo de formacdo em relacdo ao controle. Além disso, nas duas
linhagens celulares, a expressdo do gene ABCB1 nos esferdides do tempo
04 ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa em relacdo a
expressdo nos esferdides do tempo O, indicando que o aumento da
expressdo do gene ABCBL1 nos esferodides ocorre apds o periodo de 04 dias
de incubacéo.

Existem muitas controvérsias em relacédo ao papel do gene ABCB1 na
quimiorresisténcia do melanoma cutidneo. Assim como observamos a
expressédo do gene ABCB1 nas linhagens A-375 e SKMEL-37, Heirmerl e
colaboradores (2007) observaram que a maioria das linhagens de melanoma
estudadas também expressaram o gene ABCB1. No entanto, outros estudos
identificaram que h& pouca ou nenhuma expressdo de ABCB1 em células de
melanoma humano (ELLIOT e AL-HAJJ, 2009).

A expressdo génica do transportador ABCB5 é alvo de pesquisas e
estd associada a progressao clinica do tumor, a resisténcia terapéutica e a
recorréncia em pacientes com cancer, inclusive no melanoma cutaneo.
Contudo, seu nivel de expressdo esta correlacionado com o grau de
evolugdo do melanoma (SCHATTON et al., 2008; ELLIOT; AL-HAJJ, 2009;
KUPAS et al., 2011; CHARTRAIN et al., 2012; SETIA et al., 2012). Nossos
resultados indicaram que os esferdides formados pelas células A-375 e
SKMEL-37 néo expressaram este gene, tanto nas reacdes de RT-PCR
convencional quanto nas reacoes de RT-PCR em tempo real.

Os dois primeiros estudos moleculares envolvendo a expressao
génica do transportador ABCB5 no melanoma foram realizados por Frank e
colaboradores (FRANK et al., 2003; FRANK et al., 2005). Os primeiros
resultados encontrados por eles identificaram a pele como o principal tipo de
tecido para a expressdao do gene ABCB5 (FRANK et al, 2003).
Posteriormente, observaram que o gene ABCBS5 foi expresso em todas as
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linhagens de melanoma estudadas, incluindo células provenientes de
tumores primarios e metastases (FRANK et al., 2005).

As informacgdes em relacdo ao padrdo de expressao do gene ABCB5
e sua funcdo ainda sédo bastante limitadas e apresentam bastantes
controvérsias entre 0s pesquisadores. Enquanto alguns estudos
identificaram alto nivel de expressao génica do transportador ABCB5 em
melanoma cutaneo humano (HUAN et al.,, 2004; FRANK et al.,, 2005;
VASQUEZ-MOCTEZUMA et al., 2010), outros identificaram baixa ou
nenhuma expresséo deste mesmo transportador em amostras de melanoma
primario e metastatico.

Heimerl e colaboradores (2007) através de um estudo envolvendo a
expressdo génica de varios transportadores ABC conhecidos em linhagens
celulares derivadas de melanécitos normais, melanoma primario e
melanoma metastético, forneceram uma visdo abrangente em relacdo aos
niveis de expressdo do transportador ABCB5. Este gene foi encontrado
altamente expresso em melanécitos normais, porém em células derivadas
de melanoma primario e metastatico sua expressao diminuiu pelo menos
duas vezes em comparacao com a expressdo em melanécitos normais. Elliot
e Al-Hajj (2009) fizeram analise da expressdo génica do transportador
ABCBS5 por meio da técnica de RT-qPCR e encontraram niveis de expressao
relativamente baixos do gene ABCB5 em comparacdo com 0s niveis de
expressao de outros transportadores da familia ABC.

As células das linhagens A-375 e SKMEL-37 sédo provenientes de
melanomas amelanadticos. Neste tipo de melanoma os melandcitos perdem
sua funcéo de produzir melanina. De acordo com Heirmerl e colaboradores
(2007), a diminuicdo da expressdo do gene ABCB5 pode estar
correlacionada com uma perda de funcdes especificas dos melandcitos
durante a melanogénese. Possivelmente este € o motivo esse pelo qual as
linhagens utilizadas no presente estudo nédo expressaram o gene ABCBS.

Em relacdo ao gene ABCBS, este foi expresso em todos os periodos
de incubacdo dos esferdides. Nas duas linhagens estudadas houve um
aumento dos niveis de expressdo génica do transportador ABCB8 nos
esferdides apdés 07 dias de incubacdo. Resultados semelhantes foram

encontrados por Schatton e colaboradores (2008), onde observaram em um
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estudo envolvendo a analise de varios transportadores ABC em diferentes
linhagens de melanoma cutaneo que o gene ABCB8 foi um dos
transportadores ABC mais abundantemente expresso nessas linhagens.
Elliot e Al-Hajj (2009) também identificaram a expressao do gene ABCB8 em
células de melanoma, onde este transportador demonstrou papel especifico
na mediacdo de resisténcia a drogas em células de melanoma cutéaneo,
principalmente a doxorrubicina. No entanto, eles observaram que o gene
ABCBS8 além de ser altamente expresso em células de melanoma cutaneo
humano, ele também €& expresso em melandcitos normais, sugerindo que
sua funcéo fisiolégica pode ser mais especifica do tecido cutdneo do que
especifica nos casos de melanoma (ELLIOT; AL-HAJJ, 2009).

Estudo realizado por Lee e colaboradores (2013) identificou que o
perfil de expressdo de genes associados a resisténcia a drogas séo
diferencialmente expressos em células mantidas como esferdides, devido a
sua complexa estrutura de recapitular os gradientes de concentracdo de
drogas, nutrientes, gases e residuos que caracterizam os tumores in vivo, e
todos esses fatores importantes influenciam a resposta a terapia. Assim, o
modelo de cultura 3D utilizando placa com superficie ndo aderente, permitiu
analisar as variacbes temporais nos niveis de expressao dos
transportadores ABCB1 e ABCBS8. Assim, futuros estudos que visem
compreender o papel desses transportadores na mediagcdo de drogas
especificas poderiam ser explorados de forma mais realistica usando

esferdides.

Discussdo 76



6. CONCLUSOES

O modelo de cultura celular tridimensional em microplacas com
superficie ndo aderente foi a técnica mais eficaz devido a simples execucéo
e alto rendimento na formacédo dos esferdides a partir das linhagens de
melanoma cutaneo humano A-375 e SKMEL-37.

Por meio da técnica de RT-PCR foi obtido o perfil de expressédo dos
transportadores ABCB1, ABCB5 e ABCB8 nos esferéides formados pelas
células A-375 e SKMEL-37.

Observamos por meio da técnica de RT-PCR em tempo real que ha
um aumento do nivel de expressdo dos genes ABCB1 e ABCB8 com o
aumento do periodo de incubacéo dos esferdides.

A auséncia da expressdo do gene ABCB5 tanto na RT-PCR
convencional quanto na RT-PCR em tempo real, pode estar relacionado com
o fato das linhagens A-375 e SKMEL-37 serem provenientes de melanomas
amelandticos.

A andlise do perfil de expressdo dos genes ABCB1 e ABCB8 em
modelo de cultura tridimensional por meio da formacdo de esferdides
fornece uma base mais realistica para posteriores estudos visando
compreender o papel destes transportadores na mediacdo de drogas
especificas na MDR.
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Resumo: Melanoma cutdneo € um tipo de céncer de pele sendo
considerado agressivo devido sua evolucdo rapida, alta predisposicao para
metastase e a baixa eficacia dos atuais tratamentos em estagios avancados.
O mau prognostico resulta principalmente da resisténcia intrinseca aos
quimioterapicos com a capacidade de conferir resisténcia a multiplas drogas
(MDR). Dentre os diversos mecanismos relacionados ao fenétipo de MDR, o
melhor caracterizado envolve a expressdo da superfamilia de
transportadores do tipo ABC, dependente de ATP, identificados como
facilitadores do efluxo de drogas. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi
avaliar evidéncias cientificas via revisdo sistematica de literatura sobre a
expressao génica do transportador ABCB5 em casos de melanoma cutaneo

humano e sua associacdo com a resisténcia a multiplas drogas.

Palavras-chave: Expressdo génica, genes MDR, melanoma, resisténcia a

multiplos medicamentos, transportadores de cassetes de ligacao

1. Introducéo

O melanoma é um tumor maligno originado a partir da perda do
controle de proliferacdo dos melandcitos (células responsaveis pela
produgdo de melanina) e encontram-se principalmente na pele e nos
olhos.? E uma doenca multifatorial e os mecanismos que conduzem &
transformacdo maligna de melandcitos ainda sdo mal compreendidos. No
desenvolvimento de melanoma maligno, existe uma interagdo entre fatores
ex6genos (ambientes) e enddgenos (genéticos e imunoldgicos).®

No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer, o melanoma
cutaneo representa apenas 4% do total de doencas malignas cutaneas.
Entretanto, apesar de ter uma incidéncia relativamente baixa, assume
grande importancia devido ao seu elevado potencial de gerar metastase e
sua alta taxa de letalidade.*®

A quimioterapia € uma das abordagens mais eficazes para o
tratamento de muitos tipos de tumores malignos, especialmente nos casos
de cancer metastaticos.® A eficacia da quimioterapia é um dos principais

desafios no tratamento do cancer para alcancar a remisséo duradoura e uma

Apéndices 91



cura definitiva.” A quimiorresisténcia é o principal obstaculo na eficacia das
terapias contra o cancer, pois permite que as células cancerigenas
sobrevivam ao tratamento e proliferam descontroladamente.®

O tratamento do melanoma primario sem qualquer evidéncia de
metdstases € a excisdo cirdrgica com ampla margem de seguranca. No
entanto, o melanoma metastatico é altamente resistente as terapias
convencionais, como radioterapia e quimioterapia, podendo conferir
resisténcia  simulttnea a varias drogas farmacologicamente e
estruturalmente distintas. Este mecanismo € conhecido como resisténcia a
maltiplas drogas (MDR).%*°

Dentre os diversos mecanismos relacionados & MDR em células de
melanoma cutaneo, o melhor caracterizado envolve a expressdo de um
grupo de facilitadores do efluxo de varios substratos através da membrana
plasmatica, incluindo drogas antineoplasicas: transportadores ABC (ATP-
binding cassette).**? A superfamilia dos transportadores ABC consiste em
48 membros e séo classificados em sete subfamilias de ABC-A e ABC-G
com base em similaridades de sequéncias e organizacéo estrutural.***?

Os transportadores ABC sao definidos pela sua estrutura bésica,
consistindo em dois dominios de ligagcdo de nucleotideos (NBD) e dois
dominios transmembrana (TMD). Estes transportadores medeiam o
transporte de substratos através da membrana celular, contra um gradiente
de concentracdo. O reconhecimento e ligagdo do substrato ocorrem nos
TMD e os dois NBD se ligam ao ATP. As moléculas de ATP seréo
hidrolisadas em ADP, causando uma mudanca conformacional na estrutura
da proteina, separando os dois NBD, permitindo que o substrato seja
exportado para o meio extracelular.”***°

Identificar transportadores ABC que s&o responsaveis pela
resisténcia no melanoma cutaneo € essencial para compreender 0s
complexos mecanismos de quimiorresisténcia neste céancer. Atualmente,
sabe-se que um aglomerado de transportadores ABC € expresso em
melanoma cutaneo, dentre eles o ABCB5.'® O transportador ABCB5 esta
associado a progressao clinica do tumor, a resisténcia terapéutica e a

recorréncia em pacientes com cancer, inclusive no melanoma cutaneo.*®*°
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Portanto, o objetivo deste estudo foi analisar a expressdo génica do
transportador ABCB5 em casos de melanoma cutaneo e sua associada com

a resisténcia a multiplas drogas via reviséo sistematica de literatura.

2. Metodologia

Pesquisa em Bases de Dados

Foram selecionados estudos nas seguintes bases de dados: PubMed e
Scielo. Nao houve restricdes concernentes a idiomas e periodo de busca.
Utilizou-as os seguintes descritores para busca: "ATP-binding cassette
AND melanoma"; "ABCBS5 transporter"; "ABCB5 AND melanoma”.

Coleta e Analise de Dados

Os estudos foram selecionados e avaliados por uma Unica pessoa,
obedecendo aos critérios previamente estipulados de inclusédo e exclusao
gue estao contidos no Teste de Elegibilidade I, que foi aplicado apenas
ao resumo dos artigos, e ao Teste de Elegibilidade II, aplicado ao artigo
na integra a partir dos estudos previamente selecionados pelo Teste de
Elegibilidade I.

Teste de Elegibilidade I: os resumos dos artigos foram avaliados,
sendo incluidos os artigos que realizaram a andlise da expressdo do
transportador ABCB5 em amostras de melanoma. Os artigos excluidos
através deste teste foram os que ndo disponibilizaram resumos nas
bases de dados ou que a analise da expressdo do transportador ABCB5
foi realizada por meio de células iniciadoras de tumores.

Teste de Elegibilidade II: os artigos selecionados foram analisados
na integra, sendo incluidos os artigos que estavam disponiveis para
leitura e artigo que analisaram a expressao génica do transportador
ABCB5, bem como a sua associacdo com & MDR em amostras de
melanoma cutdneo humano. Artigos de revisdo ou estudos que
investigaram o polimorfismo do gene ABCB5 foram excluidos desta

analise.
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Dos artigos selecionados, foram extraidos dados da publicacéo,
bem como o perfil de expressao génica do transportador ABCB5 e sua

relacdo com a MDR em casos de melanoma cutaneo humanao.

3. Resultados

N&o foram encontrados estudos na base de dados Scielo.

Utilizando a base de dados PubMed foram encontrados 487 artigos,
sendo que 95 artigos estavam repetidos entre os descritores utilizados,
restando 392 artigos para serem aplicados no Teste de Elegibilidade 1.
Apenas 51 artigos atendiam aos critérios de inclusdo do Teste de
Elegibilidade I, os demais néo investigaram a expressao do transportador
ABCB5 no melanoma cutaneo (313), ndo disponibilizaram o resumo para
andlise (17) ou a investigacdo da expressdo do ABCBS5 foi realizada em
células iniciadoras de tumores (11).

J4 na fase de coleta dos dados, apdés a aplicacdo do Teste de
Elegibilidade I, 49 artigos foram excluidos, pois ndo analisaram a expressao
génica do transportador ABCB5 (30), eram artigos de revisao (04),
investigaram o polimorfismo do gene ABCB5 (03), ndo estavam disponiveis
na integra (02) ou a investigacdo da expressdo do gene ABCB5 néo estava
associada a MDR. Portanto, apenas 11 estudos foram selecionados para
analise apos a aplicacdo dos dois testes de elegibilidade (quadro 1).

Autores Titulo Ano de Fonte de
publicag | publicacéo
ao
Frank et | Regulation of progenitor cell fusion by 2003 J Biol Chem,
al. ABCB5 P-glycoprotein, a novel human V. 278, n. 47,
ATP-binding cassette transporter p. 47156-
47165
Huang et | Membrane transporters and channels: 2004 Cancer Res,
al. role of the transportome in cancer v. 64, n. 12,
chemosensitivity and chemoresistance p. 4294-4301
Frank et | ABCB5-mediated doxorrubicin transport 2005 Cancer Res,
al. and  chemoresistance in human v. 65, n. 10,
malignant melanoma p. 4320-4333
Heimerl et | Mapping ATP-binding cassette 2007 Melanoma
al. transporter gene expression profiles in Res, v. 17,
melanocytes and melanoma cells n.5, p.265-
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273
Elliot; Al- | ABCB8 mediates doxorrubicin resistance 2009 Mol Cancer
Hajj in melanoma cells by protecting the Res, v. 7, n.
mitochondrial genome 1, p. 79-87
Moctezum | ATP-binding cassette transporter ABCB5 2010 Actas
aetal. |gene is expresses with variability in Dermosifiliogr
malignant melanoma , V. 101, n.4,
p. 341-348
Chartrain | Melanoma chemotherapy leads to the 2012 Plos One, v.
et al. selection of ABCB5-expressing cells 7,n.5,p.
36762
Reid et al. | Markers of circulating tumor cells in the 2013 BrJ
peripheral blood of patients with Dermatol, v.
melanoma  correlate  with  disease 168, n. 1, p.
recurrence and progression 85-92
Wozniak | Parthenolide complements the cell death- 2013 Anticancer
et al. inducing activity of doxorrubicin in Res, v. 33, n.
melanoma cells 8, p. 3205-
3212
Wilson et | ABCB5 maintains melaoma-initiating 2014 Cancer Res,
al. cells through a proinflammatory cytokine V. 74, n. 15,
signaling circuit p. 4196-4207
Salgado | Tribromophenol affects the metabolism, 2018 Toxicol In
et al. proliferation, migration and multidrug Vitro, v. 50, p.
resistance transporters activity of murine 40-46
melanoma cells B16F1

Quadro 1: Artigos selecionados ap0s aplicacédo do Teste de Elegibilidade

4. Discussao

Expressdo génica do transportador ABCB5 em células de melanoma
cutdneo humano

O gene ABCBS5 ¢ alvo de pesquisas envolvendo MDR em células de
melanoma cutdneo humano devido suas propriedades de conferir
quimiorresisténcia e malignidade ao melanoma.'® 2% Os dois primeiros
estudos moleculares envolvendo a expressdo génica do transportador
ABCB5 no melanoma foram realizados por Frank et al.?®?> Os primeiros
resultados encontrados por eles identificaram a pele como o principal tipo de
tecido para a expressdo do gene ABCB5.?° Heimerl et al. através de um
estudo envolvendo a expressdo génica de todos os transportadores ABC
conhecidos em linhagens celulares derivadas de melandcitos normais,

melanoma primario e melanoma metastatico, forneceram uma visao
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abrangente em relacdo aos niveis de expressdo destes transportadores.?®
Resultados semelhantes foram encontrados por Frank et al. que
identificaram alta expressdo do gene ABCB5 em melanécitos normais.?°

Apoés a identificacdo da expressdo génica do transportador ABCB5
em melandcitos, pesquisadores buscaram analisar o perfil de expresséo
deste gene em melanoma primario e metastatico. Segundo um estudo
realizado por Huang et al., onde estes investigaram a expressao génica do
transportador ABCB5 em 08 linhagens celulares derivadas de melanoma
primario, este gene foi seletivamente expresso em 06 das 08 linhagens
celulares de melanoma estudadas, sugerindo um papel especifico desse
transportador na quimiorresisténcia do melanoma.?* Frank et al. além de
identificar a expressdo do gene ABCB5 em células de melandcitos normais,
também apontaram a expressdo deste gene em linhagens celulares de
melanoma cutaneo.?? Resultados semelhantes foram encontrados por
Moctezuma et al. que detectaram o gene ABCB5 altamente expresso em
90% das amostras de melanoma cutaneo analisadas por RT-qPCR.%*

As informacgdes em relacdo ao padrao de expressao do gene ABCB5
e sua funcdo ainda sdo bastantes limitadas e apresentam bastantes
controvérsias entre 0s pesquisadores. Enquanto alguns estudos
identificaram alto nivel de expressdo génica do transportador ABCB5 em

melanoma cutaneo humano *+#%%*

, outros identificaram baixa ou nenhuma
expressao deste mesmo transportador em amostras de melanoma primario e
metastatico. Elliot e Al-Hajj fizeram andlise da expressdo génica do
transportador ABCB5 por meio da técnica de RT-gPCR e encontraram niveis
de expressao relativamente baixos do gene ABCB5 em comparagdo com 0s
niveis de expressdo de outros transportadores da familia ABC.% Através da
analise molecular da expressdo génica de varios transportadores ABC,
Heimerl et al. identificaram que os niveis de expressdo do gene ABCB5
foram diminuidos em mais de duas vezes em linhagens celulares
provenientes de melanoma primario e metastatico em comparacdo com 0s
melandcitos normais. Segundo esses pesquisadores, uma diminuicdo do
nivel de expresséo génica do transportador ABCB5 pode ser correlacionado

com a perda de fungbes especificas dos melandcitos durante o processo de
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melanogénese, uma vez que este transportador é abundantemente expresso

em células de melandcitos normais.?

Relagcdo entre a expressao do gene ABCB5 e o grau de evolugdo do

melanoma

No melanoma, assim como em outros tumores malignos, 0 processo
de quimiorresisténcia é resultado de complexos mecanismos que envolvem
diferentes estratégias moleculares, grau de progressdo tumoral,
comportamento clinico patolégico e caracteristicas do hospedeiro.? Estudos
apontam para a relacdo direta entre a expressao do gene ABCB5 e o grau
de patogenicidade, resisténcia terapéutica e a recorréncia do tumor nos
casos de melanoma cutaneo.'®*"?’

Moctezuma et al. encontraram um menor nivel de expressédo do gene
ABCB5 em amostras de melanoma nos estagios iniciais e intermediarios
guando comparado com o0s niveis de expressdo do gene ABCB5 em
amostras de melanoma metastatico.”* Resultados semelhantes foram
encontrados por Chartrain et al. que ao analisarem véarias linhagens
celulares de melanoma cutaneo, observaram que os niveis de expressao do
gene ABCB5 em células de linhagens celulares originadas de melanoma
metéstatico € significativamente maior em comparacdo com 0s niveis de
expressdo deste gene em linhagens celulares derivadas de melanoma
primario.'® Foi mostrado anteriormente por Schatton et al. que o nivel de
expressdo de ABCBS5 esté correlacionado com o grau de melanoma.® Assim
como Reid et al. observaram que o gene ABCBS5 foi significativamente mais
propenso a ser expresso em amostras de pacientes em estagios avancados
(estagios 1l e IV; 42% e 51%, respectivamente) do que em amostras de
pacientes em estagio inicial (estagio 0 e II; 23% e 33%, respectivamente).?

O aumento do nivel de expressdo do gene ABCB5 em amostras de
células de melanoma cutadneo correlaciona-se positivamente com a
progressdo neoplasica, sugerindo que a expressdo de ABCB5 esta

associada a agressividade do tumor.
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Quimiorresisténcia causada pela expresséo génica do transportador ABCB5

O primeiro transportador da familia ABC a ser identificado foi o
ABCB1, também conhecido por glicoproteina-P. Apés a sua identificacéo,
varios outros transportadores associados a resisténcia a mdltiplas drogas
foram identificados, tal como o ABCB5.2** Estudos observaram que a
sequéncia do gene ABCB5 é homologa a 73% da sequéncia do gene
ABCB1.%°?° Como o gene ABCBL1 é expresso em melanoma cutaneo e sua
acdo estd relacionada ao efluxo de doxorrubicina,®® Frank et al.
hipotetizaram que o transportador ABCB5, assim como o0 transportador
ABCBJ1, estaria envolvido na mediacao a resisténcia a drogas em células de
melanoma cutdaneo humano, uma vez que 0 melanoma é altamente
resistente ao tratamento com doxorrubicina.?

O melanoma é considerado refratério aos efeitos antitumorais da
doxorrubicina e, portanto, essa droga ndo € utilizada atualmente na terapia
de melanoma na clinica. Os mecanismos clinicos de resisténcia do
melanoma a doxorrubicina séo incertos. No entanto, Frank et al. observaram
através do estudo com vérias linhagens de melanoma cutaneo, que
amostras de melanoma cutédneo que expressam o gene ABCB5 exibiram
uma menor acumulacéo intracelular de doxorrubicina em comparacao com
as células que apresentaram baixo nivel de expressdo do gene ABCBS,
demonstrando que este transportador atua no mecanismo de efluxo celular
da doxorrubicina.??

Wozniak et al. observaram que o alto nivel de expressdo do gene
ABCBS5 na linhagem A-375 de melanoma cutaneo casou um maior efluxo da
doxorrubicina, consequentemente reduziu sua concentracdo e eficacia
intracelular, quando comparado com o nivel de expressdo de outras
linhagens celulares derivadas de melanoma. Além disso, esse estudo
demonstrou que o tratamento das células de melanoma com doxorrubicina
gerou um aumento dos niveis de express&o do transportador ABCB5.%!

Wilson et al. realizaram uma analise para avaliar o papel funcional do
transportador ABCB5 como um mediador multirresistente no melanoma em
relacdo a varios agentes quimioterdpicos, dentre eles a doxorrubicina.

Portanto, eles inibiram o gene ABCB5 por meio de RNA de interferéncia ou
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anticorpo monoclonal, e observaram que essa inibicdo resultou em reversao
significativa de quimiorresisténcia a doxorrubicina em 3 vezes,
demonstrando que o ABCB5 atua na mediacdo a resisténcia a doxorrubicina
em melanoma.?’ Resultados semelhantes foram encontrados anteriormente
por Frank et al. que com o objetivo de elucidar o mecanismo pelo qual o
transportador ABCB5 confere resisténcia a doxorrubicina, silenciaram a
atividade deste gene, resultando em uma maior acumulacdo da droga no
meio intracelular, demonstrando que o ABCB5 atua como um transportador
de efluxo de doxorrubicina.?

As células de melanoma que expressam o gene ABCB5 além de
serem sobreviverem quando expostas a doxorrubicina, podem também
sobreviver com outros farmacos utilizados no tratamento do melanoma, tais
como: paclitaxel, teniposideo, docetaxel, etoposideo, vincristina,
dacarbazina, vemurafenib e varias outras, devido ao fato da atividade do
transportador ABCB5 estd correlacionado de forma positiva com a
resisténcia do melanoma para essas drogas.?"?

De fato, o transportador ABCB5 atua no mecanismo de resisténcia a
multiplas drogas em melanoma cutdneo. No entanto, ha possibilidades de
reversao da quimiorresisténcia mediada pelo bloqueio do ABCB5 ou através
de novas abordagens envolvendo imunoterapia dirigida a delecéo de células
tumorais que expressam o gene ABCB5. Esses avancos podem aumentar a
erradicacdo tumoral no melanoma cutdneo e contribuir para produzir
respostas clinicas mais eficazes e duradouras em relacdo as estratégias
terapéuticas dirigidas predominantemente a populagdo em massa de células

tumorais.

5. Concluséo

Através dos dados encontrados via revisdo sistemética de literatura,
conclui-se que a expressao génica do transportador ABCB5 varia entre as
linhagens celulares derivadas de melanoma cutaneo, uma vez que em
alguns estudos foi possivel detectar a presenca deste transportador em
células de melanoma, enquanto em outros estudos utilizando diferentes

linhagens, o gene ABCB5 nao foi expresso.
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A expressdo génica do transportador ABCB5 esta diretamente
relacionada ao mecanismo de resisténcia a multiplas drogas no melanoma
cutaneo, sendo responsavel pelo efluxo de varias drogas, principalmente a

doxorrubicina.
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Abstract

Human cutaneous melanoma is a highly aggressive cancer due to metastatic
potential. Chemotherapy treatment for cutaneous melanoma is often limited
by the development of multiple drug resistance mechanisms. Three-
dimensional (3D) in vitro models are a valuable tool because they mimic the
complexity of the tumour microenvironment in vivo, permitting the analysis of
molecular mechanisms involved in tumour chemoresistance. This study
analyzed the expression profile of ABCB1 and ABCBS8 transporters from
cutaneous melanoma cells in a 3D culture model. The cells lines SKMEL-37
and A-375 were used to form spheroids in low attachment surface
microplates of cell cultures. The formation and growth of spheroids was
monitored throughout the 10 days incubation period. The level of ABCB1 and
ABCB8 gene expression was performed using the real-time gRT-PCR
technique and quantified using the delta-delta CT (AACT) method. Our
results demonstrated that 3D culture models in low cell attachment surface
microplates have a high yield and efficiency in spheroid formation and
growth. The ABCB1 and ABCB8 genes were expressed in the spheroids
formed by both SKMEL-37 and A-375 cells. We detected a significant
increase (p<0.05) in the level of expression of these genes in the two cell
lines studied, as the spheroid incubation period proceeded. We concluded
that through the formation of 3D cutaneous melanoma cells structures it was
possible to analyze the expression profile of the ABCB1 and ABCBS8
transporters, providing the baseline for future analysis of the role of these

transporters in the resistance to multiple drugs in cutaneous melanoma.

Keywords: 3D culture, ATP-binding cassette transporter, cutaneous
melanoma, genes MDR, spheroids.

1. Introduction

Melanoma is the most aggressive type of skin cancer. This neoplasm
originates from an uncontrolled proliferation of melanocytes, which are the

cells responsible for the production of melanin [21,25]. Although cutaneous
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melanoma has a relatively low incidence compared to other types of skin
cancer, it is of great importance due to its high potential to metastasize and
mortality rate [26]. When the melanoma is diagnosed early without any
evidence of metastasis, wide surgical excision with a safety margin is the
treatment of choice [20]. However, metastatic melanoma presents a low
chance of cure due to its resistance to conventional therapies [2, 20,22].
Generally, melanoma has low sensitivity to cytotoxic agents and may develop
a multiple drug resistance (MDR), which hampers the efficacy of the
treatment [5].

Amongst the various mechanisms associated to the MDR phenotype
in human cancer cells, the expression of the superfamily of ATP-binding
cassette (ABC) transporters is the best characterized. The ABC transporters
are well-known facilitators of the efflux of various substances through the
plasma membrane, including antineoplastic drugs, preventing the
accumulation of these drugs in the intracellular environment [6,12,28].
Several ABC transporters are expressed in cutaneous melanoma cells,
including ABCB1 and ABCBS8 [3,8,24]. The presence of these transporters is
negatively correlated with clinical efficacy response to therapies. Therefore, it
is important to evaluate the expression of these transporters to aid in the
selection of an appropriated treatment [27,28].

The most usual and common approach of cancer research is the use
of animal models to test therapeutic treatments. However, the use of animal
models cannot efficiently predict the efficacy of the test when compared to
humans and is also limited due to ethical issues [7,9,11]. These limitations
encouraged researchers to develop in vitro models for the study of cell
biology and physiology [9,19]. Two-dimensional (2D) cell culture is the
conventional methodology used in the study of in vitro mammalian cells.
Although 2D models have significantly advanced our understanding in
biological research, it has certain limitations because it does not realistically
replicate all mechanical and biochemical signals, as well as the genetic and
morphological profile present in the cell in vivo [1,4,9,14,17].

To reduce the use of animals in research and overcome the
experimental limitations from 2D culture, novel three-dimensional (3D) cell

culture methods have been proposed [18]. When compared to 2D culture, the

Apéndices 105



3D environment has the advantage of better mimicking the in vivo tumour
microenvironment, providing more realistic physiological and biological
conditions due to the cell-cell and cell-extracellular matrix interactions
[13,15]. The 3D cell cultures grow into in vitro spheroids that fills the gap
between the use of 2D cultures and in vivo animal models, proving to be a
reliable model for several types of analysis. Multiple drug resistance in
cutaneous melanoma presents a major obstacle to successful treatment and
it is therefore imperative to search for models that contribute to the
understanding of the mechanisms involved in tumour chemoresistance.
Thus, in this study, the profile of the gene expression of the ABCB1 and
ABCBS8 transporters from 3D cultures of human cutaneous melanoma cells

was analyzed.

2. Materials and methods
2.1 Two-dimensional (2D) cell culture

The human cutaneous melanoma cells lines SKMEL-37 and A-375
were maintained in MEM (Vitrocell-Embriolife) and DMEM (Gibco, Life
Technologies) culture medium, respectively, supplemented with 10% fetal
bovine serum (Gibco- Invitrogen), 100 U/ml Penicillin-Streptomycin (Gibco-
Invitrogen) and 0.25 ug/ml Fungizone (Gibco-Invitrogen). The cell cultures
were kept in a humid incubator at 37°C with 5% CO..

2.2 Three-dimensional (3D) cell culture

Nunclon Sphera 96-well plates (Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) were used for the formation of spheroids culture. The Nunclon
Sphera plate is designed to cause minimal attachment of cells to the culture
vessel, allowing the aggregation of cells. For the formation of spheroids from
the cell lines A-375 and SKMEL-37, cell suspensions at densities of 5x10°
and 1x10* in 200 ul of MEM (SKMEL-37 cells) and DMEM (A-375 cells)
media, supplemented with 10% FBS, 100 U/ml Penicillin-Streptomycin and
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0.25 ug/ml Fungizone, were transferred to each well of the Nunclon Sphera
plate. The microplate was centrifuged at 250 xg for 5 minutes and incubated
at 37°C and 5% CO,. . For the maintenance of the spheroids, 100 ul of
culture medium from each well was replenished with 100 ul of fresh medium
every 48 hours of incubation. After the spheroid formation period (72 hours),
the growth and maturation were followed for 7 days, totaling 10 days of
incubation. The spheroids were withdrawn at certain periods (72 hous, on the
4™ and 7™ day after their formation) and stored at -20°C for future extraction
of RNA.

2.3 Extraction of RNA and synthesis of cDNA

The total RNA of spheroids was isolated using the commercial
RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). The concentration of
extracted RNA was quantified with a Qubit fluorometer (Invitrogen), following
the instructions of the Quant-it RNA Assay kit (Qiagen). After quantification,
the RNA was stored at -20°C.

The synthesis of cDNA was performed using the commercial
ThermoScript RT-PCR System kit (Invitrogen). Initially, 132 ng of RNA, 50
ng/ul Random-hexamer primer, 10 mM dNTP mix and DEPC-treated water
were added to the Eppendorf tube, making up to a final volume of 12 ul. The
reaction was incubated for 5 minutes at 65°C. Subsequently, it was added a
master mix containing 5x buffer for the synthesis of cDNA, 0.1 M DTT, 40
U/ul RNaseOUT, 15 U/ul ThermoScript enzyme and DEPC-treated water to
make up a final volume of 20 pl. The reaction was incubated at 25°C for 10
minutes, at 50°C for 50 minutes and at 85°C for 5 minutes. Afterwards,
RNase H was added and the samples were incubated at 37°C for 20

minutes. The synthesized cDNA from each sample was stored at -20°C.
2.4 Real-time gRT-PCR reactions

Real-time gRT-PCR reactions were performed in an iCycler 1Q5
(BioRad, France) using a fluorescent dye SYBR Green (MasterMix RT-PCR
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— Green SYBR 2x, Quatro G P&D Ltda, Brazil). Primer sequences of the
transporters ABCB1 (forward 5-GCTGTCAAGGAAGCCAATGCCT-3,,
reverse 5-TGCAATGGCGATCCTCTGCTTC-3"), ABCB8 (forward 5'-
CCTGCTTATCCTCTATGGTGTCC-3/, reverse 5'-
GCCCTGTCTTATTGGCGTCAAAG-3') and the constitutive gene GAPDH
(forward 5 “GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG-3/, reverse 5'-
ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA-3 ) were obtained from the OriGene
Technologies collection. The cycle conditions of the gqRT-PCR assays were
an initial denaturation at 50°C for 2 minutes and 95°C for 10 minutes,
followed by 40 cycles of denaturation (95°C for 15 seconds) and
annealing/extension (60° for 1 minute). After the amplification, a dissociation
curve was performed in 81 cycles, beginning at 55°C for 30 seconds and
subsequently increasing the temperature to 95°C at 0.5°C/second to ensure
the specificity of the amplification.

For each gene, the level of expression of the target gene was

quantified using the AACT method.

2.5 Statistical Analysis

The results were plotted based on the averagezSD from each of the
three independent experiments. Data analysis was performed through One
Way ANOVA, followed Tukey post-tests. The differences were considered
significant when p<0.05. All analyzes were performed using GraphPad Prism
software version 5.0.

3. Results

3.1 Formation of spheroids on low cell attachment surface plate

The A-375 and SKMEL-37 cells cultured in the Nunclon Sphera plate
started to aggregate after 24 hours of incubation, initiating the process of
formation of spheroids. After 48 hours of incubation, the aggregated cells
began to compact due to interactions and intercellular contacts. At the end of
72 hours of incubation, the multicellular aggregates formed compacted
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spheroids with defined borders (Fig. 1). Therefore, this time was defined as
control (time 0).

The morphology of the spheroids were different between the two cell
lines. The A-375 cells tended to form more even spherical structures (figure
1A, B), whereas the SKMEL-37 cells had more asymmetrical shapes (Fig.
1c,d). Due to the increased compaction of cells over time, the size of the
spheroids incubated for 72 hours was smaller compared with the 24 hours

spheroids (Fig. 1).
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Fig. 1: Photomicrography of the process of formation of the spheroids on the Nunclon
Sphera plate. Cell suspensions at densities of 5x10° cells A-375 and SKMEL-37 (A and C,
respectively) and 1x10* cells A-375 and SKMEL-37 (B and D, respectively) were transferred
into the 96 well plate and kept in a humid incubator with 5% CO, and 37°C. The formation
process was observed through an inverted light microscope and the spheroids were
photographed at 24h, 48h and 72h of incubation.

Figure 2 represents the growth process of the spheroids on the 4™, 6"
and 7" day after the formation period. After the initial 72 hours of incubation

for spheroid formation (time 0), 100 pl of the culture medium was removed
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and upon replenishing that volume, some cells dissociated and clustered
around the spheroid. Nevertheless, it did not affect the growth of the
spheroids and their size increased gradually until the end of the incubation

period.

Day4 o Day 6

Fig. 2: Photomicrograph showing the spheroids incubated at 04, 06 and 07 days after the
72h period of their formation on the Nunclon Sphera plate. Spheroids formed with cell
suspensions of A-375 at densities of 5x10° cells (A) and 1x10* cells (B). Spheroids formed
with cell suspensions of SKMEL-37 at densities of 5x10° cells (C) and 1x10* cells (D). The
spheroids were formed and maintained in a humid incubator at 37°C and 5% CO, for 10
days.

On the 7" day of incubation, the spheroid formed with cell
suspensions at densities of 5x10° SKMEL-37 detached from the clustered
cells that formed below it during replenishment of culture medium and the
spheroid formed with cell suspensions at densities of 1x10* SKMEL-37

degraded.
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3.2. Real-time gRT-PCR reactions

Results from the gRT-PCR reactions showed the expression of both
ABCB1 and ABCBS8 genes in the two cutaneous melanoma cell lines cultured
at the initial density of 1x10* cells. Not enough material was obtained for
analysis of the spheroids formed with 5x10° cells. The cDNA sample of the
spheroids formed at time 0, after the initial incubation period of 72 hours, was
used as reaction control.

The spheroids formed by the A-375 cells showed an increase in the
level of expression of the ABCB1 gene at time 7 (07 days of incubation after
its formation) when compared with the level of gene expression in spheroids
at time 0 (control) and incubation time 4 (p<0.05 and p<0.01, respectively).
There was no statistically significant differences between the spheroids at
incubation time 0 and time 4 (p = NS) (Fig. 3a).

There was an increase in expression of the ABCB8 gene on the
spheroids formed by the A-375 cells at time 7 compared with the spheroids at
time O (control) and at time 04 (p <0.05 and p <0, 01, respectively). The
expression of the ABCB8 gene in the spheroids incubated for 04 days after
formation were not significantly different from spheroids at time 0 (p = NS)
(Fig. 3b).
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Fig. 3: Expression profile of the ABCB1 (A) and ABCB8 (B) genes in the spheroids of the
melanoma line A-375. The average CT values of duplicates from each independent
experiment was normalized by the expression of the GAPDH gene and the average of the
spheroid CT values at time 0 (control). The graph shows the Fold-change values of the
spheroids at time 4 and 7 compared with the control. The analysis of variance used was One
Way ANOVA, followed by Tukey post-test. The difference was considered significant when
p=<0.05.
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For the spheroids formed by which SKMEL-37 cells, the ABCB1 gene
was expressed in all incubation periods. However, there was no significant
increase between the level of gene expression on the 4" day after its
formation and the control (time 0) (p = NS). At incubation time 7, the
spheroids formed by this cell line showed an increase in the level of
expression of the ABCB1 gene in relation to incubation time 0 and 4 (p
<0.01) (Fig. 4a).
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Fig. 4. Expression profile of the ABCB1 (A) and ABCB8 (B) genes in the spheroids of the
melanoma line SKMEL-37. The average CT values of duplicates from each independent
experiment was normalized by the expression of the GAPDH gene and the average of the
spheroid CT values at time 0 (control). The graph shows the Fold-change values of the
spheroids at time 4 and 7 compared with the control. The analysis of variance used was One
Way ANOVA, followed by Tukey post-test. The difference was considered significant when
p=<0.05.

The spheroids SKMEL-37 cells showed an increased level of
expression of the ABCB8 gene on the 7th day of incubation after its formation
when compared with the spheroid at time 0 (p <0.05). At 4 days of incubation
after spheroid formation, the spheroids of this cell line showed an increase in
the level of expression of the ABCB8 gene in relation to the control (p <0.01).
In addition, there was observed a significant decrease in the expression level
of ABCB8 gene (p <0.01) between the incubation time 4 and 7 (Fig. 4b).
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4. Discussion

Cutaneous melanoma is one of the most aggressive malignancies,
representing a public health problem in many countries due to an increasing
incidence over the last 30 years, estimated to double every 10-20 years [23].
Tumour resistance to chemotherapeutics is a major hindrance to the
successful treatment of melanoma, being a key subject of research
worldwide. It is essential to search for models that facilitate the
comprehension of cellular behaviour and the tumour microenvironment to
overcome chemoresistance.

Three-dimensional cell cultures facilitate the formation of multicellular
spheroids and represent a method capable of better mimicking the tumour
microenvironment in vitro. In this study, the formation of spheroids was
accomplished through a microplate-based technique that used low cell
attachment surface plates. Our results demonstrated that we were successful
using the Nunclon Sphera plate, as it provided uniformly sized spheroids and
allowed us to monitor the process of cell aggregation and spheroid growth.
The U-bottom wells with minimal cell adherence surface were ideal for the
formation of a single spheroid per well, providing consistency and
reproducibility to the in vitro 3D tumour model system.

Using the cell lines A-375 and SKMEL-37 derived from cutaneous
melanoma, we demonstrated the ability to control the size of spheroids based
on the number of cells seeded into the microwells of the Nunclon Sphera
plate. Furthermore, this technique resulted in the formation of spheroids after
72 hours of incubation, regardless of the density of cells seeded (5x10° or
1x10* cells/well). The design of this plate resulted in a high yield and
efficiency in the formation and growth of the spheroids, making this method
reproducible.

The structure of the spheroids provides a physiological context that
mimics the tumour microenvironment, becoming an important tool in cancer
research. For malignant melanoma, intrinsic drug resistance usually limits the
success of chemotherapy. The correlation between the expression of ABC
transporters in melanoma and MDR has been extensively investigated
[8,10,24].

Apéndices 113



The ABCB1 gene is expressed in various tissues and has been
extensively reported to confer resistance to a number of antitumor drugs in
different human malignant tumours, including cutaneous melanoma [3]. In
this study, the spheroids formed by the SKMEL-37 and A-375 cells presented
an increase in the level of gene expression of the ABCB1 transporter on the
7" day of incubation after the formation period compared with the control.

The role of the ABCB1 gene in melanoma chemoresistance is
controversial. As we observed the expression of the ABCB1 gene in the A-
375 and SKMEL-37 strains, Heirmel et al. (2007) observed that most of the
studied melanoma cell lines also expressed different levels of ABCB1 [10].
However, in other studies, such as that reported by Elliot and Al-Hajj (2009),
the gene expression of ABCB1 is relatively low or absent in human
melanoma cells [8].

The ABCBS8 gene was expressed in all periods of incubation of the
spheroids. However, an increase in the levels of gene expression of the
ABCBS8 transporter in the spheroids was detected only after 07 days of
incubation in both cell lines studied. Similar results were reported by
Schatton et al. (2008), who analyzed several ABC transporters in different
cutaneous melanoma lines and observed that the ABCB8 gene was one of
the ABC transporters most abundantly expressed in these cell lines [24].
Elliot and Al-Hajj (2009) also reported the expression of the ABCB8 gene in
melanoma cells, where this transporter demonstrated specific role in
mediating drug resistance in melanoma cells [8].

The concentration gradients of drugs, nutrients, gases and residues that
characterize tumors in vivo are also recapitulated in spheroids. Since all
these important factors influence the response to therapy [16], the 3D culture
model of human melanoma, using low cell attachment surface plate, allows
more through analysis of the temporal variations in the levels of differentially
expressed genes associated with drug resistance. So future studies aiming at
understanding the role of these transporters in mediation of specific drugs

could be more realistically explored using spheroids.
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