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Resumo

Melanoma é o tipo mais agressivo de tumor de pele e uma das principais causas de morte 

por tumor de pele, devido a sua alta capacidade metastática. Em termos de estratégias 

terapêuticas de combate ao melanoma tem-se dado ênfase no controle da resistência e da 

metástase. Nosso grupo de pesquisa observou que a riboflavina irradiada (RFi) induz 

apoptose de células de câncer de próstata, renal e leucemia mielóide. Portanto, o objetivo 

geral deste trabalho foi utilizar a RFi para modular química e geneticamente as vias de 

transdução de sinal associadas com a sobrevivência, resistência e agressividade do 

melanoma. Assim, neste trabalho estão apresentados os dados sobre a influência da RFi em 

diferentes aspectos metabólicos das células de melanoma murino (B16F10), tais como: 

citotoxicidade, adesão, invasão, migração, capacidade de formação de colônia e em 

mediadores de transdução de sinal: Src quinase, mTOR e componentes da via sonic 

hedgehog. Em todos os experimentos a riboflavina (RF) foi previamente irradiada com 

UVA (dose de 9 J/cm²). Foi observado inibição da proliferação celular com valor de IC50

de 50 µM. De forma interessante, RFi na faixa de concentração de nanomolar foi eficiente 

na inibição da formação de colônias. Além disso, causou a redução da adesão das células 

B16F10, quando utilizada na concentração de 1µM. A capacidade de migração e invasão 

das células de melanoma foi reduzida na presença da RFi, nas concentrações de 1 e 30 µM 

respectivamente, porém a resposta foi independente da dose. A atividade e expressão das 

metaloproteinases foram diminuídas na presença de RFi, indicando inibição na capacidade 

de invasão. Sob o contexto de sinalização a RFi modulou negativamente a via sonic 

hedgehog, PI3K/mTOR e aumentou a expressão da p53 e PTEN. O conjunto de resultados 

obtidos nesse trabalho mostra que flavinas são candidatas promissoras para a intervenção 

farmacológica do melanoma. 
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Abstract

Melanoma is the most aggressive type of skin disorder and a major cause of death by 

skin’s disease due to its highly metastatic ability. In terms of melanoma therapeutic 

strategies has given emphasis on control of resistance and metastasis. Our group observed 

that irradiated riboflavin (RF) induces apoptosis of prostate cancer cells, kidney cancer 

cells and myeloid leukemia. Therefore, the goal of this study was to employ irradiated RF 

for modulating chemical and genetically signal pathways associated with melanoma 

survival, resistance and aggressiveness. Thus, in this manuscript data about the influence 

of RF in different cellular metabolic aspects of murine melanoma (B16F10) such as 

cytotoxicity, adhesion, invasion, migration, colony formation and signal transduction 

mediators Src kinase, mTOR and sonic hedgehog components, will be presented. In all 

experiments the RF was previously irradiated with UVA (dose of 9 J/cm²). Inhibition of 

cell proliferation was observed with IC50 value of 50 µM. Interestingly, RF in a 

nanomolar concentration inhibited the formation of colonies. In addition, 1 µM irradiated 

RF caused a reduction of B16F10 cells adhesion. The ability of migration and invasion of 

melanoma cells was reduced in the presence of RF, however, those cells response was 

dose-independent. The activity and expression of metalloproteinases were diminished 

indicating reduction of cellular invasiveness capacity. Sonic hedgehog and PI3K/mTOR 

pathways were negatively modulated and the expression of p53 and PTEN were increased 

in melanoma cells treated with irradiated RF. The findings showed in this study brought 

out flavins as promising candidates for pharmacological intervention of melanoma. 
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Estrutura da Pele 

A pele é o maior órgão do corpo humano e desempenha funções essenciais à 

homeostase do organismo como todo, tais como regulação da temperatura do organismo, 

impede a perda de água excessiva, eliminação de toxinas e proteção contra agentes nocivos 

externos. Para que a pele possa exercer estas funções a mesma depende da ação conjunta de 

todas as células que a compõem e da integridade dos seus constituintes moleculares. Em 

termos estruturais a pele é dividida em três camadas (Gonzalez, 2010, Robbins e Cotran, 

2005): 

Hipoderme - camada mais profunda da pele formada por vasos sanguíneos e células de 

gordura. 

Derme - camada intermediária da pele constituída por fibras de colágeno, elastina e 

glicosaminoglicanos responsáveis pela firmeza, elasticidade e equilíbrio da pele. Nesta 

camada encontram-se as glândulas sebáceas, folículo piloso, glândulas sudoríparas, vasos 

sanguíneos, fibras de colágeno/elastina, terminações nervosas e fibroblastos. 

Epiderme - camada mais superficial da pele responsável pela proteção frente a agentes 

externos, a qual apresenta profundidade diferente dependendo da região do organismo. É 

constituída pelos queratinócitos (células produtoras de queratina), melanócitos (células 

produtoras de melanina) e células de Langerhans (células do sistema imune). 

1.2. Câncer de Pele e Melanoma 

Carcinoma de células basais (BCC) e carcinoma de células escamosas (SCC), 

denominados cânceres não-melanoma, são as neoplasias cutâneas mais comuns originadas 

de células epiteliais (Owens e Watt, 2003; Green e Khavari, 2004). O melanoma se origina 

dos melanócitos que se intercalam com as células epiteliais. No Brasil, o câncer de pele é o 

mais frequente e corresponde a 25% de todos os tumores registrados no país. O número de 
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casos novos de câncer de pele não-melanoma corresponde a um risco estimado de 65 casos 

novos a cada 100 mil homens e 71 para cada 100 mil mulheres. Em geral, o aumento 

contínuo nas taxas de incidência de melanoma reflete a mudança de padrões de exposição 

do sol e o uso de cabines de bronzeamento por mulheres jovens, levando à de lesões que 

não detectadas podem levar ao desenvolvimento da doença (Simard et al., 2012). Apesar de 

o melanoma representar apenas 4% das neoplasias malignas da pele, é considerado o mais 

grave devido à sua alta capacidade metastática e sua alta letalidade. Acomete 

principalmente os caucasianos que moram em países com alta intensidade de radiação 

ultravioleta. No entanto, esse tipo de câncer afeta todos os grupos étnicos em alguma 

proporção. Se detectado em estádios iniciais, os melanomas são curáveis e seu prognóstico 

é considerado bom (Estimativa INCA, 2012). Siegel e colaboradores (2012) mostraram que 

nos Estados Unidos a letalidade e mortalidade do melanoma estão aumentando. Além disto, 

o mesmo grupo mostrou que a chance de desenvolvimento do melanoma aumenta com a 

idade. A Organização Mundial de Saúde estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27 

milhões de casos incidentes de câncer, 17 milhões de mortes por câncer e 75 milhões de 

pessoas vivas, anualmente, com câncer, sendo que o maior efeito incidirá em países de 

baixa e média renda (Estimativa INCA, 2012). Quando os melanomas são detectados em 

estágios iniciais, os mesmos são curáveis. No entanto, quando o melanoma já se encontra 

em um grau mais avançado, normalmente apresenta metástase e resistência a 

quimioterápicos, portanto, o tratamento se torna extremamente ineficaz. 

Durante o desenvolvimento do melanoma ocorre uma disfunção geral do balanço 

queratinócitos/melanócitos (Satyamoorthy e Herlyn, 2002; Postovit et al., 2008). 

Inicialmente a razão melanócito/queratinócito aumenta, resultando na formação de verrugas 

comuns, os quais levam às verrugas displásticas com estrutura irregular. A verruga 

displástica pode subsequentemente progredir para um melanoma na fase de crescimento 

radial (CR), caracterizada pelo crescimento lateral confinada na epiderme. O tumor na fase 

de CR pode então adquirir a habilidade de invadir a derme e o tecido subcutâneo e formar 
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um melanoma em fase de crescimento vertical (CV). Ao contrário do melanoma na fase CR 

que depende de fatores de crescimento derivados de queratinócitos, os melanomas na fase 

CV escapam do controle dos queratinócitos e podem crescer de forma independente de 

ancoragem, adquirindo competência metastática (Hsu et al., 2002; Chin, 2003; Bennett, 

2008). Os principais locais de metástase de melanoma são fígado, linfonodos e cérebro. 

Uma vez ocorrida a metástase em linfonodos, a taxa de sobrevivência pelo período de 5 

anos é de 13 a 69%, dependendo do número de linfonodos afetados. Com metástase 

visceral esta taxa cai para 6% aproximadamente e a média de sobrevivência a partir da data 

de diagnóstico é de 7,5 meses (Chudnovsky et al., 2005).  

1.3. Metástase 

Enquanto a remoção cirúrgica e terapia adjuvante podem curar de maneira eficiente 

tumores primários que estejam localizados (confinados), tumores metastáticos são 

praticamente incuráveis devido à natureza sistêmica e resistência das células a agentes 

terapêuticos. Este fato explica porque mais de 90% das mortes por câncer resultam de 

metástases (Gupta e Massagué, 2006). Portanto, o grande desafio para o tratamento 

eficiente do câncer é impedir e/ou reverter o processo metastático. A metástase é a 

capacidade de um tumor maligno de estabelecer sítios secundários em tecidos 

funcionalmente não relacionados com aquele que o originou. Durante a disseminação 

metastática, uma célula de câncer de um tumor primário executa a seguinte sequência de 

etapas: invasão localizada, intravasão, sobrevivência na circulação sanguínea, extravasão, 

formação de micrometástases, colonização (Chaffer e Weinberg, 2011; Fidler, 2003) 

(Esquema 1) 
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Esquema 1: Etapas da disseminação metastática. O tumor primário invade o local e 
posteriormente adquire a capacidade de invasão no sistema linfático e sanguíneo. Através 
da circulação sanguínea atinge outros órgãos no qual consegue extravasar e iniciar a 
formação de outro tumor, micrometástase, que evolui para a macrometástase (modificado 
Fidler, 2003). 

Na etapa de invasão localizada as células neoplásicas epiteliais do tumor primário 

devem romper a membrana basal que as separa do estroma. Uma variedade de células 

estromais no ambiente circundante é recrutada para tumores, e estas não só aumentam o 

crescimento do câncer primário, mas também facilitam sua difusão metastática para órgãos 

distantes (Chamber et al., 2002). Existem duas teorias para o processo de invasão que são: 

(1) invasão localizada por células tronco tumorais: esta hipótese baseia-se no princípio de 

que os tumores são formados por populações heterogêneas de células que se replicam de 

maneira limitada. Nesse caso as células tronco tumorais seriam responsáveis por manter o 

tumor através de suas capacidades peculiares como a de auto-renovação; (2) invasão 
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localizada por transição epitelial-mesenquimal: baseia-se no fato de que a transição 

epitelial-mesenquimal transforma fenotipicamente as células tumorais fazendo com que 

ganhem habilidades necessárias para invadir a membrana basal e outros tecidos. Durante a 

transição as células neoplásicas adquirem um fenótipo mesenquimal (fibroblástico) que as 

confere maior capacidade invasiva (Nguyen et al., 2009). 

A troca de E-caderina por N-caderina faz com que as células neoplásicas percam 

contato com as células epiteliais e ganhem contato com as estromais, portanto aumentando 

a invasividade. Contudo, o aumento de contato com as células estromais não resulta em 

aprisionamento das células neoplásicas no estroma já que as ligações célula-célula 

mediadas por N-caderinas são bem menos adesivas que as mediadas por E-caderinas. Outro 

evento de grande importância para o ganho de potencial invasivo e metastático durante a 

transição epitelial-mesenquimal é a estimulação de produção e liberação de proteases como 

as metaloproteinases (MMPs). Células neoplásicas altamente invasivas e metastáticas 

secretam grandes quantidades de MMP-2 e MMP-9 (Joyce e Pollard, 2009) (Esquema 2). 
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Esquema 2: Hipótese da invasão localizada por transição epitelial-mesenquimal. As 
células meoplásicas conseguem movimentar-se livremente, posteriormente conseguem 
romper as suas ligações com a matriz. Proteases como as metaloproteínases (MMPs) 
auxiliam no processo de invasão através da clivagem de proteínas (Joyce e Pollard, 2009). 

Durante a intravasão as células neoplásicas adentram os capilares de vasos 

sanguíneos e linfáticos e podem ser levadas a locais distantes. A produção de proteases por 

células neoplásicas e macrófagos auxilia na degradação da membrana basal e das proteínas 

que mediam a ligação entre as células endoteliais. Nos vasos sanguíneos as células tumorais 

circulantes (cancer circulating cells) devem resistir a indução de morte programada por 

desligamento de um substrato sólido (anoikis), às forças hidrodinâmicas do sangue, ao 

ataque de células do sistema imune, etc. A migração das células neoplásicas pelo sangue é 

acompanhada por sua ligação à plaquetas e esta interação é utilizada como uma forma de 

proteção durante o período que as células neoplásicas estão na corrente sanguínea (Joyce e 

Pollard, 2009). 
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Mesmo que uma célula neoplásica consiga sobreviver às etapas anteriores da 

disseminação metastática, conseguir invadir o parênquima do tecido do órgão-alvo não é 

um processo simples. Cada tipo de tumor primário tem predileção a órgãos específicos. 

Paget criou a teoria “seed and soil” que diz que as células malignas (“seed- sementes”) 

gradualmente adquirem alterações genéticas e epigenéticas que conferem as mesmas 

habilidades de deixarem o tumor primário, sobreviver na circulação sanguínea e prosperar 

em locais distantes. Esse “solo” (soil- órgão) deve ter características que permitam a célula 

metastática aderir e proliferar, enquanto outros “solos” não apresentam essas características 

(Fidler, 2003). Atualmente, sabe-se que as células tumorais adquirem alterações que as 

capacitam a selecionar os tecidos alvos, poderiam produzir fatores que “preparam” certos 

órgãos para sua invasão; o microambiente dos órgãos alvo pode selecionar as células 

tumorais devido a sua estrutura anatômica e a produção de fatores de atração, além disto, 

padrões de circulação sanguínea privilegiam a formação de metástases em alguns órgãos 

em detrimento de outros (Joyce e Pollard, 2009). 

1.4. Resistência 

O processo de resistência de células tumorais a quimioterápicos é um mecanismo 

multifatorial, cujos detalhes moleculares ainda são poucos conhecidos. A resistência a 

quimioterápicos é um dos principais obstáculos no tratamento de pacientes com câncer. Por 

esta razão, a elucidação dos mecanismos que conferem resistência a fármacos com 

diferentes alvos e estruturas químicas e o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes 

para o tratamento do câncer, têm sido as principais metas dos pesquisadores da área, nos 

últimos anos (O´Connor, 2007; Baguley, 2010). A resistência a quimioterápicos pode se 

manifestar clinicamente logo nos estágios iniciais de tratamento, constituindo o fenômeno 

de resistência de novo ou ser induzida durante a quimioterapia quando são selecionadas 

células resistentes ao tratamento. Em conseqüência, observa-se que resistência genética 
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pode ser induzida tanto pelo próprio tratamento com agentes anti-neoplásicos ou emergir 

como um evento espontâneo (Baguley, 2010; Logue e Morrison, 2012).  

Os mecanismos de resistência de melanomas a drogas podem envolver a 

desregulação de proteínas da família Bcl-2, desregulação da atividade da Apaf-1, mutações 

no gene PTEN/MMACI que leva à inativação da proteína PTEN, mutações em proteínas 

quinases como BRAF deixando-a constitutivamente ativa, aumento na expressão das 

bombas de efluxo (proteínas da família MDR/P-glicoproteína) e alteração na atividade da 

topoisomerase (Hu e Xuan, 2008; Kim, 2010; Pratheeshkumar et al., 2012).  

Apesar dos avanços no desenvolvimento de fármacos para alvos específicos, a 

quimioterapia tradicional ainda se mantém como opção preferencial de escolha nos 

protocolos terapêuticos do câncer. No entanto, a eficácia desses protocolos ainda se 

encontra abaixo do esperado. Portanto, o entendimento do metabolismo tumoral no 

contexto da transdução de sinal, bem como a identificação de alvos que possam permitir 

maior eficiência terapêutica e melhor qualidade de vida do paciente, têm sido o grande 

desafio de pesquisas na área. No caso específico do melanoma, o inibidor da quinase BRAF 

foi considerado inicialmente como tendo grande potencial para o tratamento deste câncer. 

No entanto, vários pacientes se tornaram resistentes ao mesmo. Portanto, novos compostos 

com potencial antitumoral são atrativos para a indústria farmacêutica. Neste contexto, a 

riboflavina e seus fotoprodutos surgem como moléculas interessantes (Souza et al., 2006; 

de Souza Queiroz et al., 2007; Machado, 2009). 

1.5. Riboflavina

A riboflavina (7,8-dimetil-10-ribitil-isoaloxazina) - (RF) é uma vitamina hidrossolúvel 

pertencente ao complexo vitamínico B2, apresenta coloração amarela e possui na sua 

estrutura uma cadeia ribitil e um sistema de anéis isoaloxazina (Figura 1). 
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Figura 1: Estrutura da riboflavina com o seu sistema de anéis isoaloxazina e cadeia ribitil. 

Essa vitamina está presente no plasma humano na concentração de 5 nM, além 

disto, é um componente das coenzimas FMN (flavina mononucleotídeo) e FAD (flavina 

adenina dinucleotídeo), as quais participam de diversas reações de óxido-redução 

importantes no metabolismo (Hustad et al., 1999). Há relatos que a RF apresenta outras 

funções biológicas como quimioproteção (Webster et al., 1996), modulação do estado 

redox (Massey, 2000) e agente citotóxico/antitumoral (Edwards et al., 1999; Souza et al., 

2006; de Souza Queiroz et al., 2007). Tal vitamina também é um fotossensibilizador 

endógeno, apresentando sensibilidade à radiação UV e visível. A RF ao absorver luz atinge 

o estado triplete excitado que é desativado seguindo mecanismos do tipo I ou II. No 

mecanismo do tipo I, a RF no estado excitado age diretamente sobre o substrato levando a 

fotooxidação do mesmo e como consequência, ocorre a geração de radicais intermediários, 

além de espécies reativas de oxigênio, tais como ânion superóxido, radical hidroxil e 

peróxido de hidrogênio. No mecanismo do tipo II, a RF no estado excitado interage com o 

oxigênio molecular gerando oxigênio singlete (Esquema 3). 
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Esquema 3: Mecanismos tipo I e tipo II em presença de oxigênio molecular. 3RF* 
representa o estado excitado de flavina tripleto, S substrato alvo da riboflavina irradiada, 
RF•- radical ânion de riboflavina, S•+ radical cátion do substrato, 1O2 oxigênio singleto 
(Souza et al., 2005). 

A RF, como todas as flavinas, exibe fluorescência em solução aquosa com máxima 

emissão em λ=520 nm. As flavinas, de modo geral, quando irradiadas podem sofrer reações 

de fotorredução, fotodealquilação ou fotoadição (Heelis, 1982). A literatura mostra que na 

fotodecomposição da RF, a formilmetilflavina (FMF) é o principal intermediário o qual se 

hidrolisa formando o lumicromo (LC) e a lumiflavina (LF) como fotoprodutos majoritários 

(Heelis, 1982; Ahmad e Rapson, 1990; Ahmad et al., 2004) (Esquema 4). De Souza 

Queiroz e colaboradores (2007) determinaram, por espectrometria de massa, que a RF 

preparada em meio de cultura e irradiada com UVC por 15 min, resultava em 79% de RF, 

6,2% de lumicromo e 14,8% de uma mistura composta de formilmetilflavina, lumiflavina, 

2-cetoriboflavina e 4-cetoriboflavina. Embora os fotoprodutos majoritários sejam 

conhecidos, uma determinação mais exata de todos os fotoprodutos formados é muito 

complexa, uma vez que praticamente todos eles mantêm a estrutura dos anéis (flavina) 

alterando apenas os grupos ligados ao N1 ou N10.�

RF

Irradiação ou mecanismo enzimático 

³RF*

O2 S 

RF + 1O2 RF • - + S • +
Fotoprodutos 
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RF + O2 
•

H2O2
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Esquema 4: Possíveis reações de fotodecomposição da RF. O lumicromo e a lumiflavina 
são os principais fotoprodutos 

A capacidade fotossensibilizadora da RF em sistemas biológicos relaciona se ao alto 

potencial redox de sua forma triplete ativada. Substâncias com capacidade 

fotossensibilizadora foram alvos de estudos na área de tratamento e prevenção de doenças 

com emprego de luz, tais como vitiligo e câncer (Jayanth et al., 2002; Menichini et al., 

2012). 
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Nosso grupo demonstrou que a RF irradiada (RFi) apresenta efeito antitumoral em 

células da leucemia mielóide aguda (Souza et al., 2006) e potencial anti-metastático em 

células de câncer de próstata (de Souza Queiroz et al., 2007). Assim, torna-se 

extremamente atraente a idéia da utilização da RFi no controle da progressão do melanoma. 

1.6. Potenciais Alvos Moleculares Para o Controle da Agressividade do Melanoma 

Avaliados Neste Trabalho 

1.6.1. Sonic Hedgehog 

A via Sonic Hedgehog (SHH) é essencial para o crescimento e diferenciação de 

células tronco e embrionárias (Beachy et al., 2004). Hedgehog (Hh) é uma proteína solúvel 

secretada pelas células, que se liga ao transportador de membrana denominado Patched 

(PTCH), o qual regula a função de outra proteína de membrana, a smoothenerd (SMO), um 

receptor acoplado à proteína-G. A SMO ativa uma família de fatores de transcrição, 

denominada GLI (proveniente do oncogênico associado ao glioma), que regula os genes 

envolvidos na morfogênese do tecido (Esquema 5). A expressão de GLI1 é considerada o 

único marcador confiável para a avaliação da atividade da via SHH (Remsberg et al., 

2007). 

A via hedgehog é necessária para o crescimento de várias neoplasias. Sabe-se que 

essa via se encontra desregulada em cânceres de mama, próstata, estômago, cólon, fígado, 

pâncreas, pulmão, mieloma múltiplo, carcinoma de células basais, meduloblastoma e 

melanoma (Li et al., 2011). Embora o envolvimento da via hedgehog seja observado de 

forma mais freqüente em cânceres de pele não-melanoma, Stecca e colaboradores (2007) 

reportaram que a via SHH está ativa na matriz do folículo capilar humano, e que é 

necessária para a proliferação normal de melanócitos in vitro. Esta via também regularia a 

proliferação e sobrevivência de melanoma humano in vivo. Esses autores mostraram que a 

interferência local ou sistêmica na via hedgehog inibe o crescimento do melanoma e 

previne a recorrência e a metástase. Além disto, este grupo mostrou evidências de que a 
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sinalização endógena de Ras-MEK e AKT regulam a localização nuclear e atividade 

transcricional da GLI1 em melanoma. Quando bloqueada a atividade de MEK ou AKT 

esses autores observaram o aumento de GLI1 citoplasmático enquanto que, com suas 

atividades normais ocorria um aumento de GLI1 nuclear. Desta forma, a inibição de 

Ras/MEK ou AKT leva a uma inibição da via hedgehog. Assim, tais autores sugerem que a 

inibição da função da GLI diretamente ou através de uma estratégia combinatória de 

bloqueio das vias hedgehog e Ras-MEK e PI3K/AKT pode representar uma opção 

terapêutica para melanomas e muitos outros cânceres. Govindarajan e colaboradores (2007) 

mostraram que a ativação de AKT contribui para a progressão do melanoma, portanto a 

expressão exacerbada de AKT leva à regulação positiva de VEGF, com aumento da 

angiogênese e tumorigenicidade in vivo. 

Esquema 5: Via Hedgehog. Quando a proteína hedgehog (Hh) se liga à Ptch, ocorre o 
desligamento da proteína SMO, levando a sua ativação, permitindo que a Gli se transloque 
para o núcleo ativando a via HH.  
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1.6.2. Metaloproteinase 

Metástase é um processo complexo que envolve adesão, migração celular e 

proteólise da matriz extracelular e da membrana basal. Metaloproteinases (MMPs) fazem 

parte de uma família de endopeptidases dependentes de Zn²+ envolvidas na degradação dos 

constituintes da matriz extracelular e membrana basal e são produzidas nas células na 

forma de zimogênios. Ativados através da ação de enzimas proteolíticas que clivam os pró 

domínios resultando na ativação dos centros catalíticos. A MMP ativa é regulada em três 

níveis: síntese (primeiramente na transcrição), ativação do zimogênio e inibição da 

atividade proteolítica, por inibidores protéicos específicos chamados TIMPs (inibidor de 

metaloproteinases tecidual) (Rittié e Fisher, 2002). MMPs são comumente relacionadas 

com malignidade e metástase. Dentre as MMPs, as gelatinases A e B [MMP-2 (72 KDa) e 

MMP-9 (92 KDa)] respectivamente envolvem-se na proteólise e rompimento de 

membranas basais, degradação de colágenos tipo IV e V, colágenos desnaturados 

(gelatinas), fibronectina e elastinas (Lee et al., 2010). As MMPs são reguladas por 

inúmeros mecanismos e diferentes vias de sinalização, sendo o processo dependente da 

atuação de citocinas e fatores de crescimento como EGF e TNF-α. Malaponte e 

colaboradores (2010) relatam que em pacientes com melanoma metastático os níveis de 

MMP-2 plasmáticos são maiores que os pacientes controles, que não apresentam tal 

doença. Assim as MMPs apresentam um importante papel na invasão do câncer através da 

degradação da matriz extracelular.

1.6.3. Src quinase 

Src quinase é frequentemente associada com a progressão tumoral e é conhecida por 

promover a proliferação celular, sobrevivência, adesão, motilidade, invasão e angiogênese 

(Jones et al., 2002; Buettner et al., 2008; Fecchi et al., 2012). Devido ao fato da Src exercer 

uma função crítica em muitas vias de sinalização, sua elevada expressão ou atividade está 

associada à metástase em sítios distantes (Qi et al., 2006; Buettner et al., 2008). A atividade 

da Src é regulada pela fosforilação e por interações intramoleculares envolvendo os 
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domínios SH2 e SH3. A fosforilação de Tyr-527 leva à ligação da região C-terminal ao seu 

domínio SH2 resultando em uma conformação fechada, inativando-a (Qi et al., 2006).  

O aumento na expressão e/ou atividade da Src pode ativar transdutores de sinal e 

ativadores de transcrição (STATs) (Esquema 6). A ativação inapropriada das STATs ocorre 

com alta frequência em uma grande variedade de cânceres humanos: leucemias, mama, 

próstata e pulmão (Mirmohammadsadegh et al., 2006). Mirmohammadsadegh e 

colaboradores (2006) observaram um aumento significativo da expressão de STAT5b e de 

proteínas envolvidas na ativação deste fator de transcrição, em aproximadamente 71% dos 

pacientes com melanoma cutâneo em fase de metástase. A STAT5 ativa parece exercer uma 

função importante na transformação maligna de melanócitos e crescimento de melanoma 

em peixes. No melanoma, a sinalização de STAT5 pode ser ativada por EGF, e é mediada 

pela tirosina quinase EGFR e pelas tirosina quinases do tipo não-receptor como Src e 

JAK1. Além disto, a inibição de Src abole a fosforilação de STAT5, inativando-a (Homsi et 

al., 2007). 

Niu e colaboradores (2002) mostraram que, interrompendo a via de sinalização Src-

STAT3 ocorre uma redução na expressão de Bcl-xL e Mcl-1 (proteínas pró-crescimento), 

sugerindo que a atividade de STAT3 em células de melanoma promove crescimento, pelo 

menos em parte, devido ao aumento na expressão de proteínas anti-apoptóticas.  

Qi e colaboradores (2006) sugeriram que a ativação da Src pode promover um 

mecanismo de estabilização de β-catenina liberada da N-caderina. A β-catenina acumulada 

no núcleo ativaria a transcrição de genes envolvidos no aumento de invasão. Assim, esses 

autores relacionam o aumento da ativação da Src com o aumento da migração 

transendotelial de células de melanoma.  

O estudo das vias de sinalização em cânceres humanos serve como ferramenta para 

identificação de alvos moleculares e consequentemente, para o desenvolvimento de terapias 

antitumoral racionalmente projetadas. Em particular, as vias que envolvem tirosinas 

quinases como a Src apresentam-se muito promissoras, uma vez que esta quinase encontra-
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se constitutivamente ativada em vários tipos de tumores malignos, incluindo melanoma 

(Buettner et al., 2008).  

Esquema 6:Via PI3K/AKT e Src. Esquema simplificado da via da PI3K/AKT que 
culmina na sobrevivência/morte celular, com exemplo das proteínas que atuam nesta via 
p53 e Bcl-2, e síntese de proteínas/proliferação, como exemplo as proteínas mTor e 
p71S6K. A via da proteína Src quinase leva a ativação de STATs que serão fator de 
transcrição de proteínas relacionadas com o crescimento e diferenciação. 

1.6.4. mTOR 

mTOR  (alvo da rapamicina em mamíferos) é uma serina/treonina quinase de 

289KDa (Keith e Schreiber, 1995) e a serina/treonina quinase p70S6K1 é um dos destinos 

mais conhecidos de mTOR (Esquema 6). S6K1 também pode ser ativado por vias de 

sinalização como MAPK (proteína quinase ativada por mitógeno). Apesar disto, a 

fosforilação de S6K1 em Thr389 por mTOR é necessária para sua ativação e os três locais 

de fosforilação identificados de S6K1 podem ser bloqueados por inibidores de mTOR 

(Dennis et al., 1996). 

Tendo em conta o papel fundamental de mTOR no crescimento celular e 

metabolismo, é previsível a existência de uma associação entre alterações na atividade de 

mTOR e estados patológicos, incluindo câncer. Faivre e colaboradores (2006a) mostraram 

que em linhagens celulares e em modelos murinos, ocorre aumento da ativação de mTOR 
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através de estimulação de oncogenes ou perda de supressores de tumor o que contribui para 

o crescimento do tumor, angiogênese e metástase. Assim, a sinalização mTOR é ativada em 

condições de desregulamentação de proliferação e em muitos tipos de câncer. 

Desregulamentação dos vários elementos da via mTOR (amplificação/mutação de PI3K, 

perda de função da PTEN, superexpressão de AKT, S6K1, 4EBP1 e eIF4E) foram relatada 

em câncer como o de: mama, ovário, renal, cólon e cânceres de cabeça e pescoço (Faivre et 

al., 2006b).  

Ativação de vias de sinalização da AKT/mTOR desempenha um papel no início de 

tumores epitelial, modulando os sinais extracelulares que controlam o crescimento celular, 

proliferação e apoptose (Populo et al., 2011). Perda de PTEN, o inibidor da via PI3K, foi 

descrita em 30 a 50% dos melanomas e correlacionada com progressão do melanoma (Dai 

et al., 2005). No melanoma, a maior expressão da proteína AKT ativa foi associa com 

progressão do tumor e menor sobrevivência dos pacientes (Meier et al., 2005). Tumores 

agressivos exibem reduzida expressão PTEN (Abdel-Rahman et al., 2006) e superexpressão 

de AKT fosforilada em Ser473 o que foi proposto como um sinal de piora no prognóstico 

(Saraiva et al., 2005). Em geral, as alterações em componentes principais da via MAPK, tal 

como mutações em BRAF, e via da mTOR, perda PTEN e superexpressão de AKT, 

parecem ter influência substancial na progressão do melanoma, sendo percursores ligados à 

sobrevivência e quimioresistência em melanoma (Easton e Houghton, 2006). Tomados em 

conjunto, estes dados ressaltam a importância da sinalização de mTOR em câncer e 

reforçam a importância de mTOR  como alvo na terapia contra o câncer. 

Mediante as informações que foram discutidas até o presente momento foram 

escolhidas essas vias de sinalização por serem importantes indicadores de proliferação, 

metástase, angiogênese, crescimento e apoptose. Desta forma acreditamos que a RFi 

modula essas vias de sinalização diminuindo a massa tumoral, aumentando a qualidade de 

vida dos camundongos tratados e criando, talvez, uma nova forma de tratamento para 

pacientes acometidos pelo câncer de pele, o que torna este trabalho de grande relevância 

científica e médica. 
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal desse estudo foi avaliar o potencial da RFi em diminuir a 

agressividade do melanoma murino. Assim, foram propostos os seguintes objetivos 

específicos: 

• Avaliar a o efeito da RFi na viabilidade e proliferação das células B16F10; 

•  Verificar a influência da RFi na capacidade de formação de colônias pelas células 

de melanoma; 

•  Avaliar o efeito da RFi na migração e adesão das células B16F10; 

•  Avaliar o potencial anti-metastático da RFi através da análise da expressão e/ou 

atividade de metaloproteinases; 

•  Avaliar o efeito da RFi na expressão de proteínas da via Sonic Hedgehog (Gli-1, 

Patched, Suf(u)), Bcl-2, p-Src, PTEN; 

• Examinar o efeito da RFi nas células de endotélio (2H11); 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1. Materiais 

RF, ribonuclease A, iodeto de propídeo (PI), Triton X-100 e MTT (3-brometo de 

(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazólio� foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Cell 

Tracker Green CMFDA (5-clorometilfluoresceína diacetato) e marcador CFDA-SE (5,6-

carboxifluoresceína diacetato succinimidil ester) da Invitrogen. Kit para análise da 

proliferação através da incorporação ao DNA do BrdU e kit para detecção das bandas das 

proteínas por quimioluminescência-western blotting (Lumi-Light PLUS Western Blotting 

Substrate) foram adquiridos da Roche Applied Science. Kit para quantificação de proteína 

(BCATM Protein Assay Kit) foi adquirido da Thermo Scientific. Os inibidores utilizados 

ciclopamina e gant 61 foram da LC Laboratories e Calbiochem, respectivamente, e super 

ativador Sonic Hedgehog da R&D Systems. Os anticorpos β- actina, Bcl-2, p53, Patched, 

PI3K e Suf(u) foram adquiridos da Santa Cruz, Gli da Abcam e os demais anticorpos 

primários da Cell Signaling. Os anticorpos secundários utilizados foram da Dako. 

3.2. Métodos 

3.2.1. Cultura de Células 

Neste trabalho foram utilizadas as linhagens de melanoma murino B16F10 e de 

endotélio murino 2H11 que foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Arnold Spek 

(Academic Medical Center, Amsterdam University). As células de queratinócitos humanos 

foram gentilmente cedidas pela Dr. Liudmila L. Kodach (Academic Medical Center, 

Amsterdam University). As células foram cultivadas em meio Eagle modificado por 

Dulbecco (DMEM) e suplementadas com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de 

antibiótico (penicilina e estreptomicina) e L-glutamina (2 mM) e incubadas a 37ºC sob 

atmosfera úmida com 5% de CO2. 
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3.2.2. Obtenção da Riboflavina Irradiada. 

As placas contendo as soluções estoque de RF, dissolvidas em meio DMEM sem 

soro, na concentração de 150µM, foram expostas à radiação UVA na dose de 9 J/cm². As 

irradiações foram feitas utilizando-se de uma lâmpada de UVA (UVL-28EL serie UV 

Lamp 365 nm UV/ 8 watt/ 115 V ~ 60 Hz/ 0,32 Amps, UVP), cuja irradiância foi 

determinada, em todas as irradiações, utilizando um radiômetro (UVX radiometer, UVP). 

3.2.3. Teste de Permeabilidade 

As células endoteliais, 2H11, foram plaqueadas em placas Transwell (6,5 mm de 

diâmetro e 0,4µm de poro) e incubadas a 37ºC, 5% de CO2 até atingir a confluência. 

Posteriormente, os inserts foram colocados em placa nova, onde na parte superior foram 

colocados 200 µL de meio sem soro na presença ou ausência de RFi e na parte inferior 1 

mL de meio sem soro. Para cada 200 µL de tratamento adicionaram-se 4 µL de FITC 

(fluoresceína isocianetada). Como controle positivo foi utilizado tripsina (20 nM). Após, 

tempos específicos a fluorescência foi detectada.  

3.2.4. Teste de Formação de Vaso 

Adicionou-se matrigel (5 mg/mL) em placas de 24 poços e posteriormente foram 

colocados em estufa para polimerização. Após a polimerização do matrigel, as células 

2H11 foram tripsinizadas, resuspendidas em PBS com 5% SFB e centrifugadas por 5 

minutos a 1550 rpm. Ressuspendeu-se o pellet em meio sem soro e posteriormente a 

suspensão filtrada em Cell Strainer (BD Falcon, 40 µm de poro, membrana de nylon). 

Foram adicionados em cada poço 300 µL da suspensão de 2H11, na densidade 50.000 

células, na presença ou ausência de diferentes concentrações de RFi, a concentração final 

de SFB foi de 2%. As células foram incubadas para a formação de tubos. Os valores 
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expressos representam a formação de tubos, sendo que em cada condição foram contados 5 

campos.  

3.2.5. Ensaios de Citotoxicidade 

3.2.5.1. Ensaio de Viabilidade Celular Através da Redução do MTT (3-brometo de 

(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazólio). 

 As células B16F10 foram plaqueadas na densidade de 7 x 103 células/mL em placas 

de 96 poços, e incubadas a 37ºC, 5% de CO2 por 24h. O meio foi substituído pela RFi  (0-

80 µM) diluída em meio suplementado. Após 24h de incubação, o meio de tratamento foi 

removido, os poços foram lavados com PBS e foi adicionado meio sem soro contendo o 

corante MTT (0,5 mg/mL). Após incubação por 3h a 37ºC, o meio foi retirado 

cuidadosamente e adicionado 100 µL de etanol para solubilização do formazan. As placas 

foram agitadas por 10 minutos e a absorbância correspondente a cada poço foi lida no leitor 

de placas (Synergy HT, BioTek) em λ=570 nm. Os valores foram expressos em 

porcentagem de redução de MTT em relação ao controle, onde as células não foram 

expostas ao agente teste (Mosmann, 1983). 

3.2.5.2. Ensaio de Viabilidade Celular Utilizando Pré-Tratamento com Inibidor de Gli 

e Smoothened e Agonista da Via da Sonic Hedgehog.  

 Plaqueou-se as células B16F10 a uma densidade de 7x 103 células por poço em 

microplacas de 96 poços e cultivadas por 24h em estufa úmida a 37ºC contendo 5% de 

CO2. Após este período, as células foram pré-tratadas por 6h com 5 µM de gant 61 

(inibidor da proteína Gli), 5 µM de ciclopamina (inibidor de Smoothened) e 0,5 µg/mL de 

hedgehog (Hh). Após o término do pré-tratamento as células foram expostas ao composto 

teste como descrito anteriormente. Avaliou-se a viabilidade celular pelo teste de redução do 

sal de tetrazólio (MTT) e os valores de absorbância dos grupos pré-tratados foram 

comparados com os valores de absorbância das células sem pré-tratamento expostas à RFi.  
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3.2.6. Teste de Formação de Colônia 

As células B16F10 foram plaqueadas na densidade de 100 células por poço em 

placas de 6 poços e cultivadas por 24h em estufa úmida a 37ºC contendo 5% de CO2. Após 

este período, o meio foi substituído por diferentes concentrações de RFi (0-10 µM) diluído 

em meio suplementado. Após 10 dias de incubação, o meio de tratamento foi removido, os 

poços foram lavados com PBS e incubados com cristal violeta 0,2% m/v e glutaraldeído 

6,0% v/v por 30 minutos. Após este período, as placas foram lavadas em água corrente para 

retirada do excesso de corante e o número de colônias foi determinado com o auxílio de 

uma lupa. Os valores foram expressos em porcentagem de colônias em relação ao controle, 

onde as células não foram expostas à RFi. 

3.2.7. Proliferação Celular por BrdU 

A quantificação da proliferação celular foi baseada na medida da incorporação do 

BrdU (uma alternativa não radioativa para o ensaio de incorporação de [3H] timidina) 

durante a síntese de DNA. As células B16F10 foram plaqueadas na densidade de 7 x 10³ 

células por poço em microplacas de 96 poços específicas para medir quimioluminescência e 

cultivadas por 24 h em estufa úmida a 37ºC contendo 5% de CO2. Após este período, o 

meio foi substituído por outro contendo RFi (0-60 µM) diluída em meio suplementado. 

Após 24h o BrdU foi adicionado ao tratamento e incubado por mais 3h a 37ºC. Após este 

período, o meio foi removido e as células foram fixadas com solução de fixação (FixDenat) 

e incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. A solução de fixação foi removida e o 

anticorpo secundário (anti-BrdU) foi adicionado e incubado por 1h, a temperatura ambiente 

e protegido da luz. As células foram lavadas 3 vezes por 5 minutos e o substrato foi 

adicionado após as lavagens. O substrato foi incubado por 5 minutos a temperatura 

ambiente e a quimioluminescência foi detectada usando um leitor (Synergy HT, BioTek). 

Os valores foram expressos em porcentagem de quimioluminescência em relação ao 

controle, onde as células não foram expostas ao agente teste. 
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3.2.8. Ensaio de Adesão Celular 

3.2.8.1. Adesão Celular em Placas de Cultura de Células 

Para este ensaio foram utilizadas as células B16F10 na densidade de 2x 105 células 

por poço na microplaca de 24 poços. As células foram centrifugadas (Hettich Zentrifugen) 

na densidade de plaqueamento, resuspendidas nas soluções de tratamento contendo RFi (0 a 

40 µM) e incubadas por 3h em estufa úmida a 37ºC contendo 5% de CO2. Posteriormente o 

tratamento foi descartado e os poços foram lavados com PBS. Para verificar a quantidade 

de células aderidas foi utilizado o teste de viabilidade determinada pela redução do MTT, 

como descrito anteriormente. Os valores foram expressos em porcentagem de redução do 

MTT em relação ao controle, onde as células não foram expostas à riboflavina.  

3.2.8.2. Adesão Co-cultura 

Células endoteliais, 2H11, e de câncer de pulmão, A549, foram plaqueadas em 

placas de 12 poços e incubadas em estufa úmida a 37ºC contendo 5% de CO2 até atingir a 

confluência. Após este tempo, células B16F10 foram tratadas com marcador CFDA-SE (1 

µM) e mantidas no banho maria a 37ºC por 10 minutos. Posteriormente as células foram 

lavadas com meio contendo SFB e centrifugadas. Para verificar a eficiência do tratamento 

com CFDA-SE as células foram resuspensas e a fluorescência foi verificada em 

microscópio. Células B16F10 foram plaqueadas na densidade de 5 x 105 células/mL na 

presença ou ausência de RFi nas placas com as células endoteliais e de câncer de pulmão. 

Após 3h o sobrenadante foi descartado e as células aderidas foram tripsinizadas e colocadas 

em tubo FACS. As amostras foram analisadas por citometria de fluxo (FACScan 

(Fluorescence Activated Cell Analyse r- Facscan da Becton Dickinson, San Jose, CA, 

USA) - software FlowJow 8.7). 
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3.2.9. Ensaio de Migração Celular 

3.2.9.1. Scratch Assay

 As células B16F10 foram plaqueadas na densidade de 2 x 105 células por poço em 

placa de 6 poços e incubadas em estufa úmida a 37ºC contendo 5% de CO2 por 24h. Após 

as células atingirem a confluência, o meio foi retirado e feito um risco no centro do poço 

para a determinação da área de migração das células. O poço foi lavado duas vezes com 

PBS e em seguida a solução de RFi (1 e 10 µM) foi  adicionada. As micrografias foram 

obtidas nos tempos 0 e 16h e os valores foram expressos como a razão da área ocupada 

(relação entre a área obtida em 0h e a área no tempo 16h) (Denker e Barber, 2002). 

3.2.9.2. Análise da Migração celular através do FluoroBlok  

3.2.9.2.1. Migração  

Para este teste de migração as células B16F10 na densidade de 1x 106 células/mL 

foram centrifugadas, lavadas com PBS, resuspendidas em meio sem soro contendo Cell 

Tracker Green CMFDA na concentração de 10 µM e incubadas por 1h em estufa úmida a 

37ºC contendo 5% CO2. As células foram lavadas 3 vezes com PBS, resuspendidas 

novamente em meio com soro fetal bovino e incubadas por 1h em estufa. Foram utilizadas 

placas de 24 poços onde na parte inferior do insert (HTS FluoroBlokTM 8.0 µM colored 

PET Membrane Inserts for 24 well plates, BD Falcon) foi adicionado 600 µL de meio 

completo e na superior do insert 100 µL da suspensão celular com ou sem a RFi (30 e 50 

µM) sem SFB. Como controle foi utilizado insert que na parte superior continha apenas 

RFi. A fluorescência de cada poços foi analisada a cada 2 minutos por 4h. No cálculo final 

foi retirado do valor das células tratadas com a fluorescência somente da RFi.  

3.2.9.2.2. Transmigração 

Para este ensaio os FluoroBlok foram plaqueados com células 2H11 e A549 e 

incubados em estufa úmida a 37ºC contendo 5% CO2 até atingir a confluência. 

Posteriormente os inserts foram colocados em outra placa, sem nenhuma solução na parte 
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de baixo do insert, para confirmação da confluência. Seguiram-se, posteriormente, o 

mesmo procedimento do experimento de migração (3.2.9.2.1.) citado acima.  

3.2.10. Análise da Expressão de Proteínas por Western Blotting

As células B16F10 foram plaqueadas em placas de 60 cm² e cultivadas por 24 h, a 

37°C, 5% CO2. Posteriormente as células foram lavadas com PBS, tratadas com diferentes 

concentrações de RFi por 24 h. Após este período as células foram coletadas e 

centrifugadas por 5 min a 4000 rpm. O pellet foi coletado e lisado em 200 µL de tampão de 

lise 50 mM Tris -HCl [pH 7,4], 1% Tween 20, 0,25% deoxicolato de sódio, 150 mM NaCl, 

1 mM EDTA, 1 mM O-Vanadato, 1 mM NaF, e inibidores de proteases (1 µg/mL de 

aprotinina, 10 µg/mL de leupeptina e 1 mM 4-(cloridrato de fluoreto aminoetil 

benzosulfonila)) por 2 h em gelo. Os extratos proteicos foram centrifugados e a 

concentração de proteínas foi determinada pelo BCATM Protein Assay kit. Aos extratos foi 

adicionado tampão de amostra na proporção 1:1. Tampão de amostra: 2X dodecil sulfato de 

sódio (SDS), 100 mM Tris-HCl [pH 6,8], 200 mM de ditiotreitol (DTT), 4% SDS, 0,1% 

azul de bromofenol e 20% de glicerol. Os extratos celulares foram resolvidos por 

eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (PAGE) e transferidos para membranas de 

PVDF. As membranas foram então bloqueadas em 5% de BSA em tampão salino Tris 

(TBS)-Tween 20 (0,05%) (TBS-t) e incubados “overnight” a 4°C com anticorpo primário 

Gli, Patched, Bcl-2, PTEN, p-Src (Tyr 416), p-mTor (Ser 2448), p53, PI3K, LMWPTP ou 

�-actina diluídos na proporção de 1:1000. Após lavagem em TBS-t, as membranas foram 

incubadas com anticorpos secundários conjugados com peroxidase (diluição de 1:5000) em 

tampão de bloqueamento por uma hora, seguido por lavagem em TBS. A detecção das 

bandas foi realizada através de quimioluminescência.  
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3.2.11. Zimografia 

Após 24h de tratamento o meio de cultura das células B16F10 foi coletado, 

centrifugado a 14.000 rpm por 5 min e o sobrenadante coletado para a quantificação 

proteica pelo BCATM Protein Assay kit. 

As metaloproteinases (MMP-2 e -9) foram fracionadas em gel de poliacrilamida a 

12% contendo gelatina a 4%. Após o fracionamento, os géis foram lavados em solução 

aquosa de Triton X-100 (2% m/v) e incubados 18 h em tampão de proteólise (Tris-CaCl2) a 

37ºC. O gel foi corado com solução contendo corante Coomassie Blue G-250 durante 3 h; 

em seguida, o gel foi descorado e fixado com uma solução contendo metanol 50% e 

glicerol 5% (Souza et al., 2000). A análise das bandas foi realizada por densitometria pelo 

programa Scion Image.  

3.3. Análise Estatística

Os experimentos foram feitos em triplicata e os resultados obtidos foram 

apresentados na forma de gráfico com seu respectivo desvio padrão. Para as análises 

estatísticas foi usado o programa one way ANOVA (e não paramétrico) com as amostras 

comparadas entre si pelo método de Tukey. Foram considerados significativamente 

diferentes os valores com p<0,05.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1. Avaliação da Citotoxicidade da Riboflavina Irradiada Através da Redução do 

MTT 

A fim de avaliar os efeitos da RF sobre as células de melanoma B16F10, de 

endotélio 2H11 e queratinócitos humanos HaCaT, a função mitocondrial das mesmas foi 

avaliada após exposição a RF ou sua forma irradiada com UVA. Pode-se observar que a RF 

não foi citotóxica para as linhagens (Fig. 2A). Quando as células foram expostas a RFi a 

mesma apresentou-se citotóxica para a linhagem de melanoma, com valor de IC50 em torno 

de 50 �M. Importante notar que o efeito citotóxico da RFi foi menos intenso para as células 

endoteliais e queratinócitos (Fig. 2B). Além disto, foi realizado teste de citotoxicidade da 

RFi em diferentes tempos nas células de melanoma murino e os resultados obtidos 

mostraram que a RFi atua na viabilidade celular dos melanócitos de forma dose e tempo 

dependente (Fig. 2C). Estes dados reforçam os resultados obtidos anteriormente por nosso 

grupo que também mostraram maior efeito citotóxico da RF, irradiada na lâmpada UVC, 

sobre células de câncer de próstata, PC3 (de Souza Queiroz et al., 2007) e sobre células 

leucêmicas, HL60 (Souza et al., 2006). O potencial citotóxico da RFi sobre melanoma 

murino indicou a necessidade de investir na definição do mecanismo molecular de ação da 

mesma, bem como na validação deste efeito in vivo.  
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Figura 2: Avaliação da citotoxicidade da riboflavina e riboflavina irradiada em 
células B16F10, HaCaT e 2H11. As células B16F10(-�-), HaCaT (-�-) e 2H11(-�-) 
foram tratadas com diferentes concentrações de (A) RF e (B) RFi por 24h. (C) As células 
B16F10 foram tratadas em diferentes tempos 12 (-�-), 24 (-�-) e 48h (-�-). Os valores 
foram expressos em porcentagens de redução de MTT em relação ao ensaio controle, onde 
as células não foram expostas à RF ou RFi. O experimento foi realizado em microplacas de 
96 poços e os resultados representam as médias e desvios padrão do experimento 
(ANOVA). 

4.2. Avaliação da Proliferação Celular a partir da Incorporação do BrdU e 

Formação de Colônia 

 As células B16F10 foram tratadas com diferentes concentrações de RFi e após 24h 

de tratamento, a análise da incorporação do BrdU foi realizada. O BrdU é um método onde 

o bromodeoxiuridina, um análogo da timidina, é incorporado no DNA durante a divisão 

celular. A figura 3 mostra que a RFi induziu uma redução significativa na incorporação do 
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BrdU. As concentrações de RFi que reduzem em 50% a proliferação celular foram de 23,5 

µM na linhagem B16F10, sendo esse valor menor do que observado quando foi analisada a 

viabilidade pela redução do MTT. 

Com relação à formação de colônias foi possível notar, em concentrações baixas de 

RFi (da ordem de namomolar) as quais não afetam a viabilidade celular no tempo de 48 h, 

efeito significativo no número de colônias formadas. Na figura 4A observa-se que quando o 

número de colônias é normalizado, os valores encontrados para os tratamentos de 2 ou 10 

dias são semelhantes. Adicionalmente quando se observa o diâmetro das colônias das 

células B16F10 (Fig. 4B) a resposta encontrada foi diferente para os tempos de tratamento. 

As células expostas ao tratamento por 10 dias apresentaram um diâmetro da colônia menor 

do que as tratadas por 2 dias, mostrando que a RFi realmente afetou a proliferação celular. 

Em acordo, Ohara e colaboradores (2003) demonstraram que a RF quando presente no 

meio de cultura e exposta a luz azul causou diminuição na capacidade de proliferação das 

células de melanoma B16. Os testes de proliferação através da incorporação do BrdU e 

formação de colônia foram realizados com a RF porém não houve alteração nenhuma com 

relação ao controle, mesmo em concentrações altas (resultados não apresentados). 
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Figura 3: Avaliação da proliferação celular através da incorporação do BrdU em 
células B16F10 tratadas com riboflavina irradiada. As células B16F10 foram tratadas 
com diferentes concentrações de RFi por 24h. Após este período o BrdU foi adicionado e 
incubado por 3h. Os valores foram expressos em porcentagens de quimiluminescência em 
relação ao ensaio controle, onde as células não foram expostas à RFi. O experimento foi 
realizado em microplacas de 96 poços e os resultados representam as médias e desvio 
padrão de 3 experimentos independentes (ANOVA).�
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Figura 4: Avaliação da capacidade de formação de colônias das células B16F10 
tratadas com riboflavina irradiada. As células B16F10 foram plaqueadas em placas de 6 
poços, na densidade de 100 células/poço. Após 24h as células foram tratadas com 
diferentes concentrações de RFi por 2 dias (-�-) ou 10 dias (-�-). Após o período o meio foi 
retirado e as células foram lavadas com solução tampão e coradas. (A) Os valores foram 
expressos em porcentagens de colônia formadas em relação ao ensaio controle, onde as 
células não foram expostas à RFi. (B) Imagens das colônias formadas após serem coradas. 
Os resultados representam as médias e desvio padrão de 4 experimentos independentes 
(ANOVA). *** p<0,001 análise estática do tratado em relação ao controle. 
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4.3. Avaliação da Adesão das Células de Melanoma Tratadas com Riboflavina 

Irradiada 

 Uma vez que foi observado o efeito inibitório da RFi sobre a proliferação do 

melanoma, a ação da mesma na capacidade de adesão, invasão e migração, características 

importantes durante metástase, foi investigada.  

A figura 5 mostra que a adesão das células de melanoma B16F10, na superfície 

tratada da placa, foi reduzida em aproximadamente 30% em concentrações de 1 µM a 30 

µM de RFi.  

A partir destes resultados verificou-se o efeito da RFi na capacidade de adesão das 

células de melanoma na superfície de outro tipo celular. Para este fim, foram escolhidas as 

linhagens de endotélio (2H11) e câncer de pulmão (A549). As células de endotélio foram 

escolhidas para mimetizar a parede vascular, e as de câncer de pulmão porque nos ensaios 

in vivo o principal foco de metástase das células cancerígenas são os pulmões. A figura 6 

mostra que a presença da RFi estimula a adesão das células de melanoma nas células 

endoteliais (Fig. 6A) enquanto que nas células de câncer de pulmão não houve alteração na 

quantidade de células B16F10 aderidas (Fig. 6B). Tais resultados indicam que a presença 

da RFi interfere no processo de adesão das células de melanoma, entretanto esta alteração é 

no sentido de aumentar a capacidade de adesão das células B16F10 sobre a monocamada 

endotelial. Estes resultados foram interessantes, uma vez que na literatura não se encontra 

dado com compostos que afetem a capacidade de adesão das células B16F10 in vitro. 
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Figura 5: Avaliação da capacidade de adesão das células B16F10 tratadas com 
riboflavina irradiada. As células B16F10 foram plaqueadas em placas de 24 poços com 
diferentes concentrações de RFi por 2h. Após o período o meio com o tratamento foi 
retirado e as células incubadas com MTT. Os valores foram expressos em porcentagens de 
redução de MTT em relação ao ensaio controle, onde as células não foram expostas à RFi. 
Os resultados representam as médias e desvio padrão de 3 experimentos independentes 
(ANOVA). 
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Figura 6: Avaliação da capacidade de adesão das células B16F10 tratadas com 
riboflavina irradiada em cultura de células endoteliais e de câncer de pulmão. (A) As 
células endoteliais, 2H11, e (B) de pulmão, A549, foram plaqueadas e incubadas até a 
confluência. Após este período as células de melanoma, B16F10, foram tratadas com 
marcador CFDA-SE e posteriormente as células foram plaqueadas na presença e ausência 
da RFi. A análise foi realizada em FACS e representam a média e desvio padrão de 3 
experimentos independentes (ANOVA).  ** p<0,01 análise estática do tratado em relação 
ao controle. 
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4.4. Efeito da Riboflavina Irradiada na Migração das Células de Melanoma 

Durante a embriogênese, metástase e regeneração tecidual, as células normalmente 

têm grande capacidade migratória (Singh e Katiyar, 2011). No ensaio de scratch, após as 

células atingirem a confluência formando uma monocamada, é feito um risco onde as 

células são removidas e assim, estimuladas a migrar em direção à área sem células. Cada 

célula se move individualmente ou como parte de um grupo na tentativa de ocupar o espaço 

vazio, permitindo assim estudar a interação célula-célula para o processo de migração. 

Portanto, para tal experimento foram escolhidas concentrações de RFi que não afetariam a 

viabilidade celular, assim os resultados apresentados não seriam decorrentes de um efeito 

citotóxico. Na figura 7 verifica-se que a RFi diminui a capacidade de migração das células 

B16F10. A partir das micrografias obtidas nos tempos 0 e 16h, a área não ocupada foi 

medida e a razão entre as áreas nos tempos 0h e 16h calculada. Embora a RFi tenha 

reduzido a capacidade de migração de forma significativa, não houve diferença 

significativa entre as concentrações utilizadas, indicando que esse efeito não é dependente 

da dose. Jeong e colaboradores (2010) mostraram que imidazole, mesmo não apresentando 

citotoxicidade até a concentração de 100 µM nas células B16F10, diminui a capacidade de 

migração das células de melanoma. 



���

�

Figura 7: Avaliação da capacidade de migração das células B16F10 tratadas com 
riboflavina irradiada. As células B16F10 foram plaqueadas em placas de 6 poços e 
incubadas por 24h. Após este período foram tratadas por diferentes concentrações de RFi e 
uma micrografia foi obtida no tempo 0. Após 16h outra micrografia da mesma região foi 
obtida. (A) Gráfico mostrando o cálculo da razão da área ocupada. (B) Exemplo das 
micrografias nos tempos de 0 e 16h. Os valores foram expressos como a razão entre a área 
medida após 16h e a área no tempo 0. Os resultados representam as médias e desvio padrão 
de 3 experimentos independentes (ANOVA). ** p<0,01 *** p<0,001 análise estático do 
tratado em relação ao controle. 
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Posteriormente, o ensaio de migração utilizando-se um fluoróforo fez-se 

interessante, uma vez que o resultado desta análise depende da velocidade de migração 

considerando-se a velocidade de difusão das células por uma membrana permeável. A RFi 

demonstrou capacidade de inibir a migração das células de melanoma através de uma 

membrana permeável (Fig. 8), porém esse efeito como o mostrado no scratch parece ser 

independente da dose. 

Além do estudo da capacidade de migração das células de melanoma através de uma 

membrana permeável, analisou-se também o efeito da RFi na capacidade de transmigração 

das células B16F10, isto é, a capacidade dessas células de migrar através de uma 

monocamada. As células utilizadas para tal experimento foram as células endoteliais e de 

pulmão e as concentrações de RFi utilizadas não afetam a viabilidade em mais de 15% no 

tempo de 12h. Na figura 9A foi possível verificar que, nos tempos estudados, a presença da 

RFi afeta a migração das células B16F10 através da monocamada de células endoteliais. 

Interessante observar que na concentração de 10 µM de RFi, concentração esta que em 24h 

não afeta a viabilidade celular da B16F10, a capacidade de transmigrar das células de 

melanoma foi diminuída. Este resultado complementa os dados obtidos sobre o efeito da 

RFi na adesão das células B16F10 na monocamada de células endoteliais (Fig. 6A), porque 

mostram que a RFi aumenta a adesão ao endotélio, portanto ela inibe a passagem das 

células tumorais para dentro do vaso (intravasão) ou para fora do vaso (extravasão). 

Contudo quando a monocamada era de células de pulmão (Fig. 9B), as células B16F10 não 

apresentaram alteração significativa na transmigração quando comparada à presença ou 

ausência de RFi, exceto no tempo de 3h que a concentração de 10 µM de RFi aumentou 

significativamente a capacidade das células de melanoma de migrar entre a monocamada de 

células de pulmão. 
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Figura 8: Avaliação da capacidade de migração das células B16F10 tratadas com 
riboflavina irradiada. As células B16F10 foram incubadas com meio sem soro contendo 
Cell Tracker Green CMFDA por 1h. Após este período o meio foi substituído por meio 
com soro e as células foram incubadas por mais 1h. Posteriormente, as células com as 
diferentes concentrações de RFi sem SFB foram colocadas sobre o FluoroBlok, na parte 
inferior foi colocado meio com 15% de SFB,  e incubadas no leitor de fluorescência a 37ºC 
por 4h. Foram adquiridos os valores de fluorescência a cada 2 minutos. Os valores foram 
expressos em porcentagem normalizando em relação à fluorescência em t=0. Os resultados 
representam as médias e desvio padrão de 2 experimentos independentes (ANOVA). 
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Figura 9: Avaliação da capacidade de transmigração das células B16F10 tratadas com 
riboflavina irradiada. (A) As células endoteliais, 2H11, e (B) de pulmão, A549 foram 
plaqueadas em FluoroBlok e incubadas até a confluência. Posteriormente, as células 
B16F10 foram incubadas com meio sem soro contendo Cell Tracker Green CMFDA por 
1h. Após este período o meio foi substituído por meio com soro e as células foram 
incubadas por mais 1h. Posteriormente, as células com as diferentes concentrações de RFi 
sem SFB foram colocadas sobre a monocamada, na parte inferior do FluoroBlok foi 
colocado meio com 15% de SFB, e incubadas. Foram adquiridos os valores de 
fluorescência em 3 e 18 horas. Os valores foram expressos em porcentagem normalizando 
em relação à fluorescência em t=0. Os resultados representam as médias e desvio padrão de 
2 experimentos independentes (ANOVA).  ** p<0,01 *** p<0,001 análise estatística do 
tratado em relação ao controle. 
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Os dados apresentados mostraram que a RFi atua inibindo tanto a proliferação de 

células de melanoma, como a adesão e migração das mesmas, sugerindo um efeito 

antimetastático desse composto, in vitro. 

Os testes de migração por scratch e fluoroblok foram realizados com a RF e 

novamente a presença desta vitamina não afetou a capacidade de migração das células de 

melanoma (resultados não apresentados).�

4.5. Influência da Riboflavina Irradiada sobre Marcadores Moleculares da 

agressividade do Melanoma 

4.5.1. Hedgehog 

A via de sinalização Sonic Hedgehog (SHH) é fundamental para muitos processos 

durante o desenvolvimento embrionário e pós-natal, incluindo proliferação, especialização, 

diferenciação e definição do destino celular e morfogênese (McMahon et al., 2003). Essa 

sinalização ocorre através de vários componentes, incluindo as proteínas transmembrana 

Patched (Ptch) e Smoothened (SMO), que culminam na ativação da proteína Gli (Ruiz et 

al., 2002). A ativação constitutiva da via é observada em muitas formas de tumores, 

principalmente nos malignos. O estudo desenvolvido explorou a conexão entre a via de 

sinalização SHH e os efeitos da RFi em células de melanoma. Para isso, foram realizados 

experimentos com os inibidores: ciclopamina (inibidor de SMO) e gant 61 (inibidor de Gli-

1), e com o agonista da via SHH. Além disso, foram analisadas as expressões de proteínas 

importantes para as vias de sinalização de SHH relacionadas com sobrevivência celular.  

O esquema 7 mostra a via de sinalização SHH e a localização das proteínas 

analisadas nesse trabalho. Resumidamente, a proteína transmembrana Ptch fica ligada à 

SMO mantendo-a inativa. Sem a ativação da SMO as proteínas Gli são processadas na 

forma repressora (Gli-R) que desativa a via SHH. Quando a proteína hedgehog (Hh) se liga 

à Ptch, ocorre o desligamento da proteína SMO, levando a sua ativação, permitindo que a 

Gli se transloque para o núcleo ativando a via SHH (Esquema 5). A figura 10A mostra que 
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a tanto a Patched como a Gli-1 importantes quando a via SHH estão ativas, tiveram a sua 

expressão diminuída quando as células B16F10 foram expostas a RFi, porém este resultado 

só foi observado na concentração correspondente ao IC50. Por outro lado, a proteína Suf(u) 

importante pela inibição da translocação de Gli para o núcleo, teve a sua expressão 

aumentada em ambas as concentrações de RFi testadas. Além da análise das expressões de 

proteínas relacionadas com a SHH foi feita a utilização dos inibidores e do agonista da via. 

Para examinar a importância da via SHH na ação da RFi, analisamos a ação da RFi 

nas células pré-tratadas com os inibidores e agonista. A ciclopamina é utilizada na 

prevenção do crescimento de células cancerígenas como as células de câncer de próstata 

(Chung et al., 2009), neuroblastoma (Mao et al., 2009) e linfoma (Singh et al., 2009) na 

concentração de 10 a 20 µM. Porém, essas concentrações foram tóxicas para as células 

B16F10, portanto a concentração utilizada foi de 5 µM. O ensaio de viabilidade celular pela 

redução de MTT mostrou que a ciclopamina (Fig. 10B) potencializou a inibição do 

crescimento das células B16F10 induzida pela RFi, de forma dependente da dose, 

indicando assim, que a proliferação do melanoma está relacionada com a via SHH. Ainda, 

utilizando-se o inibidor gant 61, que atua na proteína Gli-1, foi observado um efeito 

semelhante ao da ciclopamina. Uma indicação mais contundente da importância da via 

SHH no efeito da RFi pode ser observada na figura 10B, onde o pré tratamento com o 

agonista Hh induz a reversão do efeito da RFi na proliferação celular da B16F10. Na 

concentração de 20 µM de RFi as células pré tratadas com Hh apresentam resultado 

estatisticamente significativo quando comparado com as células que foram expostas 

somente ao composto. Estes resultados corroboram com a ideia de que a RFi atua 

interferindo na via SHH.  

�

�

�

�
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Esquema 7: Via Hedgehog. Na sinalização normal da via SHH, a proteína transmembrana 
Patched (Ptch) fica ligada à Smoothened (SMO) mantendo-a inativa. Sem a ativação da 
SMO o complexo Gli, Su(Fu) é processado na forma repressora (Gli-R) que desativa a via 
SHH. Quando a hedgehog se liga à Ptch, ocorre o desligamento da proteína SMO, levando 
a sua ativação, permitindo que a Gli se transloque para o núcleo ativando a via SHH. 
(http://www.med.umich.edu/derm/research/res_embryonic.shtml) 
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Figura 10: Análise da conexão entre a via da Sonic Hedgehog e a riboflavina irradiada 
nas células de melanoma. (A) A expressão das proteínas Gli-1, Patched e Suf(u) foi 
realizada através de western blotting. As células B16F10 foram plaqueadas em microplacas 
de 96 poços e incubadas a 37ºC por 24h. Após este período as células foram pré tratadas 
por 6h com (B) os inibidores ciclopamina (-�-) ou gant 61 (-�-) ou agonista Hh (-�-). A 
análise da viabilidade celular foi realizada através da redução do MTT. (C) Para o ensaio de 
proliferação celular as células B16F10 foram pré-tratadas com ciclopamina (-�-), gant 61 (-
�-) ou SHH (-�-) seguido do tratamento com RFi por 24h. A análise da proliferação foi 
realizada pela captação do BrdU. (D) O teste de colônia com os inibidores gant 61 (-�-) e 
ciclopamina (-�-) foi realizado no tempo de tratamento de 10 dias. Imagens das colônias 
formadas após serem coradas foram representadas. Os resultados representam as médias e 
desvio padrão de 3 experimentos independentes (ANOVA). * p<0,05 ** p<0,01 *** 
p<0,001 análise estatística do tratado com relação ao controle. 
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Com os resultados positivos da ação da RFi na via da SHH, tanto na expressão de 

proteínas como na viabilidade celular através da associação da ação de inibidores com a 

RFi, verificou-se a necessidade de saber se a proliferação das células de melanoma também 

apresentaria resultados significantes usando a combinação de inibidores e RFi. 

A figura 10C mostra os dados do ensaio de proliferação através da utilização do 

BrdU, no qual as células B16F10 foram pré tratadas com os inibidores gant 61 e 

ciclopamina e agonista Hh seguido do tratamento das células com RFi por 24h. Os 

resultados apresentados foram significativos tanto para os inibidores quanto para o 

agonista, uma vez que houve diminuição e aumento, respectivamente, na proliferação das 

células quando comparado com as células tratadas somente com RFi. Estes resultados 

foram mais conclusivos na concentração de 20 µM de RFi, onde todos os pré tratamentos 

apresentaram resultados significativos. Além disto, o inibidor gant 61 foi o único que 

apresentou diminuição na capacidade de proliferação das células de melanoma na 

concentração de 10 µM quando comparada com as células tratadas somente com RFi, 

indicando que o composto estudado pode atuar primeiramente impedindo a translocação da 

proteína Gli para o núcleo. 

Além do teste de proliferação com o BrdU, foram realizados testes de formação de 

colônia com os inibidores da via da SHH (Fig. 10D). O pré tratamento das células B16F10 

com os inibidores, gant 61 e ciclopamina, quando comparada com as células tratadas 

durante 10 dias somente com RFi apresentou diminuição no número de colônias formadas 

em concentrações na escala de nanomolar, como é possível analisar no gráfico e imagens 

contidas na figura 10D.  

Todos os resultados apresentados indicam que a via SHH tem grande importância 

no mecanismo de ação da RFi, indicando assim que a relação entre o efeito da RFi e a via 

SHH apresenta um grande potencial a ser explorado no combate da agressividade do 

melanoma, uma vez que não há relatos na literatura da associação de um composto, da via 

SHH e do melanoma para o combate a tal doença. 
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4.5.2. Metaloproteinases 

Metaloproteinases apresentam uma importante função na degradação da matriz 

extracelular, que é uma característica especial na invasão de tumores e metástase. As 

MMPs humanas são relatadas como bons alvos para drogas anticancerígenas porque elas 

degradam gelatina, que é um dos principais componentes da membrana basal. O melanoma 

expressa diferentes MMPs, dependendo do estágio da progressão do tumor (Chen et al., 

2011). Dentre elas, MMP-9 há muito tem sido considerada como marcador de invasão do 

tumor. Alguns autores encontraram que MMP-9 foi expressa em níveis diferentes na fase 

de crescimento radial do melanoma primário, indicando que a expressão de MMP-9 está 

correlacionada com a invasão precoce do melanoma (Fingleton, 2006). Outros trabalhos 

revelam que a expressão da MMP-9 está presente na fase de crescimento vertical do 

melanoma, mas não no crescimento radial (Van Den Oord et al., 1997). Macdougall e 

colaboradores (1999) reportaram que contrariamente ao encontrado na pele normal, MMP-

9 é fortemente expressa a partir das células de melanoma de 73,3% de pacientes com 

melanoma cutâneo maligno. Malaponte e colaboradores (2010) relataram que em pacientes 

com melanoma metastático os níveis de MMP-2 plasmáticos são maiores que os pacientes 

controles, que não apresentam tal doença, apresentando assim as MMPs um importante 

papel na invasão do câncer através da degradação da matriz extracelular.  

As MMP-2 e MMP-9 apresentam peso molecular de 72 kDa e 92 kDa, 

respectivamente. Estas metaloproteinases foram analisadas através de zimografia. A figura 

11A mostra o perfil das MMP-2 e -9 das células expostas à RFi. É possível observar que na 

linhagem B16F10 a atividade da MMP-2 diminui de forma semelhante à MMP-9, sendo 

que a diminuição não foi dose dependente. A atividade diminuída da MMP-2 vem de 

encontro com os dados de Sil e colaboradores (2010) que demonstraram que o flavonóide 

de chá preto (theaflavin) diminuiu a atividade da enzima na linhagem A375 de melanoma 

humano. A zimografia dos tratamentos da RF com melanoma mostrou que ela diminui 

ambas as MMPs, porém este resultado é independente da linhagem, isto é, em todas as 
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linhagens utilizadas neste trabalho, normal ou cancerígena, o tratamento da RF diminuiu a 

atividade das MMP-2 e -9 (resultados não apresentados). 

Além da atividade das metaloproteinases foi analisada a expressão das MMPs e do 

inibidor TIMP1 (inibidor de metaloproteinase de tecido) por western blotting. TIMP é o 

principal inibidor das MMPs e sua atividade inibitória resulta na formação de um complexo 

não covalente de TIMP com o domínio C-terminal da pró MMP (Makimura et al., 1993), 

assim suprindo a capacidade de invasão e metástase (Chambers e Matrisian, 1997). Estudo 

in vivo em camundongos revelaram que a overexpressão de TIMP inibe metástase e inibe 

angiogenese (Bloomston et al., 2002). A figura 11B mostrou que a expressão das MMP-2 e 

-9 diminuiu e a de TIMP1 aumentou quando comparado com o controle, corroborando com 

os dados obtidos na zimografia. 

Assim os resultados apresentados de diminuição das MMPs nas células de 

melanoma tratadas com RFi corroboram com os resultados apresentados de invasão e 

migração. 
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Figura 11: Efeito da riboflavina irradiada nas metaloproteínases 2 e 9 da célula de 
melanoma. (A) As células B16F10 foram tratadas com RFi em diferentes concentrações 
por 24 h. A imagem obtida dos géis demonstra a expressão (atividade) das MMP-2 e MMP-
9 no meio de cultura das células após tratamento por 24 h. (B) A expressão das proteínas 
MMP-9, MMP-2 e TIMP foram analisadas por western blotting. Os resultados representam 
as médias e desvio padrão do experimento. ** p<0,001 *** p<0,001 análise estatística do 
tratado com relação ao controle. 

4.5.3. Proteínas Src e mTOR 

 Além das proteínas da via SHH e das MMPs, outros marcadores também foram 

estudados para o esclarecimento da ação da RFi nas células de melanoma.  

As células respondem a estímulos internos e externos através de redes integradas de 

sinalização que envolvem cascatas de fosforilação sequencial ou desfosforilação mediada 

pela ação de proteínas quinases e fosfatases. Especificamente, a fosforilação de tirosina é 

geralmente aceita como um regulador crítico de vários processos biológicos da célula, 

incluindo a proliferação, migração, diferenciação e sobrevivência celular (Ferreira et al., 
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2006). Das várias proteínas tirosina quinases conhecidas atualmente, a Src quinase tem um 

papel importante nos processos fisiológicos e patológicos como sobrevivência de célula, 

diferenciação, carcinogênese, inflamação (Rucci et al., 2008), adesão e motilidade celular 

(Bromann et al., 2004) (Esquema 8). Na figura 12A pode-se notar que a fosforilação do 

resíduo ativador da proteína Src diminuiu com o aumento da concentração da RFi o que 

corrobora com os resultados mostrados de inibição da proliferação, adesão e da migração.  

Esquema 8: Regulação da via PI3K/AKT. Na sinalização da via PI3K/AKT, as proteínas 
PTEN, mTor, p53 e Bcl-2 estão relacionadas com vias de proliferação, migração e 
sobrevivência. (esquema modificado, Lin et al., 2010).  
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Figura 12: Análise da expressão das proteínas PI3K, p-mTor (Ser 2448), p-p70S6K 
(Thr 389), Bcl-2, cIAP, p53, PTEN e p-Src (Tyr 416) nas células de melanoma B16F10 
tratadas com riboflavina irradiada. A expressão das proteínas (A) PTEN, LMWPTP, p-
Src (Tyr 416), (B) PI3K, p-mTor (Ser 2448), p-p70 S6K (Thr 389), (C) Bcl-2, cIAP, p53  
foram realizados através de western blotting. *** p<0,001 análise estatística do tratado com 
relação ao controle. 
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A proteína mTOR desempenha um papel crítico em vias de sinalização 

desencadeada pela ativação da fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) e proteína quinase B 

(AKT), regulando o crescimento celular e morte (Averous e Proud, 2006). Sendo que a 

mTOR se apresenta frequentemente ativada em células de câncer por vários oncogenes, 

como PI3K e AKT. Os supressores de tumor, como PTEN, NF1A, LKB1 e o complexo 

TSC1/TSC2, dependem de regulação da atividade de mTOR para a transformação celular 

(Meric-Bernstam e Gonzalez-Angulo, 2009). A atividade oncogênica de mTOR envolve a 

síntese protéica através da fosforilação de substratos necessários para a biossíntese do RNA 

ribossomal e tradução do mRNA (Hay e Sonenberg, 2004). A implicação de mTOR no 

controle da proliferação tem estimulado estudos que visam interferir com a sua atividade 

em células de câncer (Meric-Bernstam e Gonzalez-Angulo 2009). Neste estudo verificou-se 

que a RFi induziu uma diminuição na fosforilação em serina 2448 da proteína mTOR, e o 

aumento da expressão da proteína PTEN, principal regulador negativo de PI3K e AKT 

(Figura 12B). m-TOR é responsável pela fosforilação da proteina p70 S6K em Thr38 que é 

correlacionado com a atividade de p70 quinase in vivo. Esses resultados comprovam que a 

proliferação das células de melanoma em presença de RFi foi prejudicada provavelmente 

devido à redução de expressão de mTOR e p70 S6K e aumento da expressão de PTEN. 

Kim (2010) mostrou que a inibição de PTEN e ativação de RAS levam a progressão do 

melanoma. Ainda, a PTEN pode regular os níveis e atividade de p53 que também teve a sua 

expressão aumentada com o tratamento com a RFi. 

Além das proteínas citadas acima foram estudados os níveis de expressão das 

proteínas Bcl-2 e cIAP importantes proteínas antiapoptóticas. Placzer e colaboradores 

(2010) demonstram através de 12 linhagens celulares de melanoma diferente que os níveis 

dos membros antiapoptóticos da família Bcl-2 estão superexpressos principalmente as 

proteínas Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-W, o que contribui para a resistência do melanoma à apoptose. 

Porém, os níveis da proteína Bcl-2 não apresentam diferença entre as células de melanoma 

e melanócitos. Ambas as proteínas tiveram a sua expressão diminuída indicando de que a 

indução de morte apoptótica está ativa quando as células foram expostas a RFi. 
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Portanto, a partir dos resultados obtidos a RFi apresenta perspectiva de ser um 

quimioterápico para a metástase de pulmão já que causou citotoxicidade, diminuição na 

capacidade de migração, invasão e proliferação, além de estimular vias que levam a morte, 

como a apoptótica (Esquema 9). 

Esquema 9: Vias de sinalização afetadas pela riboflavina irradiada nas células de 
melanoma. A RFi apresentou as seguintes alterações nas células B16F10. Diminuiu a 
fosforilação de mTOR e p70 S6K o que inibiu a proliferação. Além disto, aumentou a 
expressão de p53 e diminui de Bcl-2 e cIAP o que leva a morte, principalmente por 
apoptose. Diminuiu a atividade e expressão das MMPs o que diminuiu a capacidade de 
migração e invasão. E na via Sonic Hedgehog houve diminuição na expressão de Gli e 
Patched e aumento em Suf(u) mostrando que a via foi inibida acarretando na diminuição da 
proliferação, especialização, diferenciação e definição do destino celular. 



���

�

4.6. Avaliação da Permeabilidade e Capacidade de Formação de Vasos pela 

Riboflavina Irradiada  

As neoplasias malignas são invasivas provocando destruição dos tecidos adjacentes 

e podendo desenvolver metástase. O revestimento de células endoteliais da vascularização 

define uma barreira semipermeável entre o sangue e os espaços intersticiais de todos os 

órgãos. Ruptura da barreira de célula endotelial pode resultar em aumento da 

permeabilidade e vazamento vascular. Alguns tumores produzem substâncias que podem 

alterar ou danificar os tecidos, facilitando a passagem das células tumorais. Os mecanismos 

que controlam a função de barreira são complexos e sua plena compreensão exige uma 

abordagem multidisciplinar (Chen et al., 2012). Para o estudo da capacidade da RFi em 

afetar a permeabilidade endotelial foram feitos experimentos em transwell cobertas por 

monocamadas de células endoteliais. A Figura 13A mostra que tanto a RF quanto a RFi na 

concentração de 150 µM não apresentam diferença na permeabilidade das células 

endoteliais quando comparadas com o controle, portanto não afetam as proteínas de 

interação célula-célula. Como controle positivo utilizou-se à tripsina, uma endopeptidase, 

que em contato com a monocamada tem a capacidade de permitir o desagregamento das 

células, evento que ocorre através de sua propriedade proteolítica sobre proteínas de adesão 

intercelulares, além de alterar a estabilidade das membranas ao quelar o íon cálcio. 

Portanto, a permeabilidade em presença da tripsina aumentou em 40% quando comparada 

com o controle. Contudo, quando foi estudada a associação da tripsina com a RF ou RFi 

somente a RFi conseguiu diminuir a capacidade da tripsina em afetar a permeabilidade das 

células endoteliais, voltando a valor próximo do controle, assim a RFi favorece a adesão 

célula-célula do endotélio exposto a ação de endopepdases. 

Além do estudo da permeabilidade foi avaliada a capacidade de formação de vaso 

em presença da RFi.  Supõe-se geralmente que tumores requerem um suprimento de sangue 

para o crescimento e metástase. Além de apoiar o crescimento do tumor, a vascularização 

do tumor fornece a rota de entrada principal para as células do tumor na circulação (Zetter, 
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1998), e até 2 milhões de células de tumor entrarem na circulação por centímetro cúbico do 

tumor primário (Evans et al., 2012). Dados mostram que a entrada de células tumorais no 

sangue é proporcional à metástase, portanto conclui-se que o tumor mais vascularizado leva 

a metástase avançada (Evans et al., 2012; Zetter, 1998). O desenvolvimento do 

compartimento de microcirculação do tumor inclui a produção de novos vasos sanguíneos 

(neoangiogênese) ou a remodelação dos pré-existentes. Na verdade, o número de vasos e os 

padrões da microcirculação por eventos de remodelação são utilizados como marcadores 

histológicos da progressão do tumor (Weidner, 1998) e quase todas as células endoteliais 

têm a capacidade, in vitro, de participar da formação de conexões idênticas as que são 

formadas durante a formação de um vaso (Maniotis et al., 1999). Na figura 13B pode-se 

observar que a presença da RFi inibe a formação de vasos, até mesmo na menor 

concentração testada, 10 µM de RFi. 
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Figura 13: Influência da riboflavina e riboflavina irradiada na permeabilidade de 
células endoteliais e da riboflavina irradiada na formação de tubos. (A) A capacidade 
de permeabilização da camada de células endoteliais foi estudada usando a RF e RFi na 
presença e ausência de tripsina (20 nM). Os resultados representam as médias e desvios 
padrão do experimento no tempo de 18h. (B) A capacidade de formação de vasos pelas 
células 2H11 foi estudada na presença e ausência da RFi. Os resultados representam média 
e desvio padrão de quatro experimentos independentes (ANOVA).  Análise estatística * 
p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 
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5. CONCLUSÕES 

Os resultados apresentados forneceram evidências experimentais para apoiar que a 

RFi é uma agente eficiente e forte candidato para a quimioproteção e/ou tratamento da 

progressão do melanoma. Foram mostrados que este efeito é mediado por inibição da 

proliferação e do potencial metastático. 

De acordo com os resultados apresentados pode-se concluir: 

� A RFi apresentou efeito citotóxico em células de melanoma;  

� A proliferação das células de melanoma foi reduzida na presença de RFi, bem como 

a capacidade de formação de colônias, adesão e migração; 

� A modulação da via hedgehog, MMPs e proteínas quinases (p-mTor, PI3K e p-Src) 

pela RFi parece ser fundamental para a diminuição da agressividade das células de 

melanoma; 

� A formação de vasos é inibida na presença de RFi. 
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7. ANEXOS 
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