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Resumo

Melanoma € o tipo mais agressivo de tumor de pele e uma das principais causas de morte
por tumor de pele, devido a sua alta capacidade metastatica. Em termos de estratégias
terapéuticas de combate ao melanoma tem-se dado énfase no controle da resisténcia e da
metastase. Nosso grupo de pesquisa observou que a riboflavina irradiada (RFi) induz
apoptose de células de cancer de prostata, renal e leucemia mieldide. Portanto, o objetivo
geral deste trabalho foi utilizar a RFi para modular quimica e geneticamente as vias de
transdugdo de sinal associadas com a sobrevivéncia, resisténcia e agressividade do
melanoma. Assim, neste trabalho estio apresentados os dados sobre a influéncia da RFi em
diferentes aspectos metabdlicos das células de melanoma murino (B16F10), tais como:
citotoxicidade, adesdo, invasdo, migracdo, capacidade de formagdo de colonia e em
mediadores de transdugdo 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/cm?). Foi observado inibi¢do da proliferacdo celular com valor de 1Csg
de 50 uM. De forma interessante, RFi na faixa de concentragcdo de nanomolar foi eficiente
na inibi¢do da formagio de coldnias. Além disso, causou a reducdo da adesdo das células
B16F10, quando utilizada na concentragdo de 1uM. A capacidade de migragdo e invasio
das células de melanoma foi reduzida na presenga da RFi, nas concentragdes de 1 ¢ 30 uM
respectivamente, porém a resposta foi independente da dose. A atividade e expressdo das
metaloproteinases foram diminuidas na presenga de RFi, indicando inibi¢do na capacidade
de invas@o. Sob o contexto de sinalizacdo a RFi modulou negativamente a via sonic
hedgehog, PI3K/mTOR e aumentou a expressdo da p53 e PTEN. O conjunto de resultados
obtidos nesse trabalho mostra que flavinas sdo candidatas promissoras para a intervengéo

farmacologica 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/cm?). Inhibition of
cell proliferation was observed with IC50 value of 50 uM. Interestingly, RF in a
nanomolar concentration inhibited the formation of colonies. In addition, 1 uM 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.

xii



Lista de Abreviaturas

2H11: células de endotélio murino

A: comprimento de onda

pLg/mL: micrograma por mililitro

UL: microlitros

wm: micrémetro

UM: micromolar

A549: células de cancer de pulméo

AKT: proteina quinase B

Apaf-1: fator 1 de ativagdo de proteases pro-apoptoticas
B16F10: células de melanoma murino

BCC: carcinoma de células basais

Bcl-2: proteina relacionada a sobrevivéncia celular
Bcl-4: proteina relacionada a sobrevivéncia celular
CaCl,: cloreto de calcio

cIAP: proteina inibidora de apoptose

cm?: centimetros quadrados

CO3: didxido de carbono

CR: crescimento radial

CV: crescimento vertical

DMEM: meio Eagle modificado por Dulbecco

DNA: acido desoxirribonucleico

DTT: ditiotreitol

EDTA: acido etilenodiamino tetra-acético

EGF: fator de crescimento epidérmico

EGFR: receptor do fator de crescimento epidérmico
FAD: flavina adenina dinucleotideo

FAK: quinase de ades@o focal

FMF: formilmetilflavina

FMN: flavina mononucleotideo

Fyn: tirosina quinase protooncogénica, pertencente a familia Src
GSKa3: glicogénio sintase quinase 3

h: hora

H,0;: peréxido de hidrogénio

HaCaT: células imortalizadas de queratinocitos humanos
HCI: acido cloridrico

Hh: Hedgehog

HL60: células leucémicas

ICs0: concentragdo do composto que diminui em 50% a viabilidade celular
JAK: Janus quinase

J/em?: joule por centimetro quadrado

LC: lumicromo

Lck: proteina tirosina quinase especifica de linfocitos, pertencente a familia Src
LF: lumiflavina

MAPK: proteina quinase ativada por mitogeno

Xiii



Mcl-1: proteina indutora de diferenciacao de células leucémicas mieldides
MDR: resisténcia a multiplas drogas

mg/mL: miligramas por mililitros

min: minuto

mL: mililitros

mm: milimetro

mM: milimolar

MMP: metaloproteinase

mTOR: proteina serina/treonina quinase alvo da rapamicina em mamiferos
MTT: 3-brometo de (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazolio
m/v: massa/volume

NaCl: cloreto de sodio

NaF: fluoreto de sodio

nM: nanomolar

nm: nanometro

NHI3T3: células de fibroblasto de camundongo
O;,: oxigénio

0,°": radical superoxido

'0,:0xigénio singleto

*OH: radical hidroxila

OH: hidroxila

p53: proteina 53 ou proteina de tumor 53

PBS: solugéo tampao fosfato

PC3: células de cancer de prostata

PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas
PET: polietileno tereftalato

pH: potencial hidrogenidnico

PI: iodeto de propideo

PI3K: fosfatidilinositol-3 quinase

PKA: proteina quinase dependente de AMP ciclico
PTCH: Patched

PTEN: proteina fosfatase homdloga de tensina
PTP: proteina tirosina fosfatase

PVDF: polivinilideno fluorido

RF: riboflavina

JRF*: estado excitado de riboflavina tripleto

RF*: radical anion de riboflavina

RFi: riboflavina irradiada

RF.: riboflavina oxidada

RF,q: riboflavina reduzida

RNA: acido ribonucleico

rpm: rotagdo por minuto

S: substrato

S*": radical cation do substrato

SCC: carcinoma de células escamosas

SDS: dodecil sulfato de sodio

Xiv



SFB: soro fetal bovino

SHH: Sonic Hedgehog

SMO: smoothenerd

Src: proteina tirosina quinase proto-oncogénica Src ou pp60c-src
STAT: proteina transdutoras de sinal e ativadoras da transcri¢do
TBS: tampao salino Tris

TBS-t: tampao salino Tris com Tween

TIMP: inibidor de metaloproteinase de tecido

UV: radiagio ultravioleta

UVC: radiacdo ultravioleta de comprimento de onda de 280 a 200 nm, também conhecido
como onda curta ou “germicida”

VEGEF: fator de crescimento vascular endotelial

v/v: volume/volume

XV



Indice

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
L.5.

1.6.

1.6.1.
1.6.2.
1.6.3.

1.6.4.

3.1.
3.2.
3.2.1.
3.2.2.
3.2.3.
3.24.

3.2.5.

Introdugdo

Estrutura da Pele

Cancer de Pele ¢ Melanoma
Metéstase

Resisténcia

Riboflavina

Potenciais Alvos Moleculares

Agressividade do Melanoma Avaliados Neste Trabalho

Sonic Hedgehog
Metaloproteinase

Src quinase

mTOR

Objetivo

Materiais e Métodos
Materiais

Métodos

Cultura de Células
Obtencdo da Riboflavina Irradiada
Teste de Permeabilidade
Teste de Formagdo de Vaso

Ensaios de Citotoxicidade

XVi

13

13

15

15

17

19

21

22

22

22

23

23

23

24



3.2.5.1.

3.2.5.2.

3.2.6.

3.2.7.

3.2.8.

3.2.8.1.

3.2.8.2.

3.2.9.

3.2.9.1.

3.2.9.2.

3.2.9.2.1.

3.2922.

3.2.10.

3.2.11.

3.3.

4.1.

4.2.

Ensaio de Viabilidade Celular Através da Redugdo do MTT
(3-brometo de (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazolio)
Ensaio de Viabilidade Celular Utilizando Pré-Tratamento
com Inibidor de Gli e Smoothened e Agonista da Via da
Sonic Hedgehog

Teste de Formacédo de Colonia

Proliferagdo Celular por BrdU

Ensaio de Adesdo Celular

Adesdo Celular em Placas de Cultura de Células

Adesao Co-cultura

Ensaio de Migragdo Celular

Scratch assay

Migrag@o com FluoroBlok

Migragdo

Transmigracao

Analise da Expressdo de Proteinas por Western Blotting
Zimografia

Analise Estatistica

Resultados e Discussdo

Avaliagao da Citotoxicidade da Riboflavina Irradiada Através
da Redugdo do MTT

Avaliagdo da Proliferacdo Celular a partir da Incorporagdo do

BrdU e Formagao de Colonia

XVvii

24

24

25

25

26

26

26

27

27

27

27

27

28

29

29

30

31

32



4.3.

4.4.

4.5.

4.5.1.

4.5.2.

4.5.3.

4.6.

7.1.

7.2.

Avaliagdo da Adesdo das Células de Melanoma Tratadas com
Riboflavina Irradiada

Efeito da Riboflavina Irradiada na Migra¢do das Células de
Melanoma

Influéncia da Riboflavina Irradiada sobre Marcadores
Moleculares da agressividade do Melanoma

Hedgehog

Metaloproteinase

Proteinas Src e mTOR

Avaliagdo da Permeabilidade e Capacidade de Formagdo de
Vasos pela Riboflavina Irradiada

Conclusoes

Referéncia Bibliografica

Anexo

Anexo — Curriculum durante o doutorado

Artigo submetido

XViii

39

44

44

49

51

56

59

61

70

71

75



INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1.  Estrutura da Pele

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano e desempenha fung¢des essenciais a
homeostase do organismo como todo, tais como regulacdo da temperatura do organismo,
impede a perda de 4gua excessiva, eliminacdo de toxinas e prote¢do contra agentes nocivos
externos. Para que a pele possa exercer estas funcdes a mesma depende da acdo conjunta de
todas as células que a compdem e da integridade dos seus constituintes moleculares. Em
termos estruturais a pele ¢ dividida em trés camadas (Gonzalez, 2010, Robbins e Cotran,
2005):

Hipoderme - camada mais profunda da pele formada por vasos sanguineos e células de
gordura.

Derme - camada intermediaria da pele constituida por fibras de colageno, elastina e
glicosaminoglicanos responsaveis pela firmeza, elasticidade e equilibrio da pele. Nesta
camada encontram-se as glandulas sebaceas, foliculo piloso, glandulas sudoriparas, vasos
sanguineos, fibras de colageno/elastina, terminagdes nervosas e fibroblastos.

Epiderme - camada mais superficial da pele responsavel pela protecdo frente a agentes
externos, a qual apresenta profundidade diferente dependendo da regido do organismo. E
constituida pelos queratindcitos (células produtoras de queratina), melandcitos (células

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

1.2.  Cancer de Pele e Melanoma

Carcinoma de células basais (BCC) e carcinoma de células escamosas (SCC),
denominados cédnceres ndo-melanoma, sdo as neoplasias cutaneas mais comuns originadas
de células epiteliais (Owens e Watt, 2003; Green e Khavari, 2004). O melanoma se origina
dos melanocitos que se intercalam com as células epiteliais. No Brasil, o cancer de pele é o

mais frequente e corresponde a 25% de todos os tumores registrados no pais. O numero de



casos novos de cancer de pele ndo-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
continuo nas taxas de incidéncia de melanoma reflete a mudanga de padrdes de exposigdo
do sol e o uso de cabines de bronzeamento por mulheres jovens, levando a de lesdes que
nao detectadas podem levar ao desenvolvimento da doenca (Simard ez al., 2012). Apesar de
o melanoma representar apenas 4% das neoplasias malignas da pele, ¢ considerado o mais
grave devido a sua alta capacidade metastatica e sua alta letalidade. Acomete
principalmente os caucasianos que moram em paises com alta intensidade de radiacdo
ultravioleta. No entanto, esse tipo de cancer afeta todos os grupos étnicos em alguma
propor¢do. Se detectado em estadios iniciais, os melanomas sdo curaveis e seu progndstico
¢ considerado bom (Estimativa INCA, 2012). Siegel e colaboradores (2012) mostraram que
nos Estados Unidos a letalidade e mortalidade do melanoma estdo aumentando. Além disto,
0 mesmo grupo mostrou que a chance de desenvolvimento do melanoma aumenta com a
idade. A Organizagdo Mundial de Satde estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27
milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de
pessoas vivas, anualmente, com cancer, sendo que o maior efeito incidira em paises de
baixa e média renda (Estimativa INCA, 2012). Quando os melanomas sio detectados em
estagios iniciais, 0s mesmos sdo curaveis. No entanto, quando o melanoma ja se encontra
em um grau mais avancado, normalmente apresenta metastase e resisténcia a
quimioterapicos, portanto, o tratamento se torna extremamente ineficaz.

Durante o desenvolvimento do melanoma ocorre uma disfungdo geral do balango
queratinocitos/melanocitos (Satyamoorthy e Herlyn, 2002; Postovit et al., 2008).
Inicialmente a razéo melandcito/queratindcito aumenta, resultando na formacéo de verrugas
comuns, os quais levam as verrugas displasticas com estrutura irregular. A verruga
displastica 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 entdo adquirir a habilidade de invadir a derme e o tecido subcutaneo e formar



um melanoma em fase de crescimento vertical (CV). Ao contrario do melanoma na fase CR
que depende de fatores de crescimento derivados de queratindcitos, os melanomas na fase
CV escapam do controle dos queratindcitos ¢ podem crescer de forma independente de
ancoragem, adquirindo competéncia metastatica (Hsu et al., 2002; Chin, 2003; Bennett,
2008). Os principais locais de metastase de melanoma sdo figado, linfonodos e cérebro.
Uma vez ocorrida a metastase em linfonodos, a taxa de sobrevivéncia pelo periodo de 5
anos ¢ de 13 a 69%, dependendo do numero de linfonodos afetados. Com metastase
visceral esta taxa cai para 6% aproximadamente e a média de sobrevivéncia a partir da data

de diagndstico € de 7,5 meses (Chudnovsky ez al., 2005).

1.3. Metastase

Enquanto a remocdo cirurgica e terapia adjuvante podem curar de maneira eficiente
tumores primarios que estejam localizados (confinados), tumores metastaticos sio
praticamente incuraveis devido a natureza sistémica e resisténcia das células a agentes
terapéuticos. Este fato explica porque mais de 90% das mortes por cancer resultam de
metastases (Gupta e Massagué, 2006). Portanto, o grande desafio para o tratamento
eficiente do céancer ¢ impedir e/ou reverter o processo metastatico. A metastase ¢ a
capacidade de um tumor maligno de estabelecer sitios secundarios em tecidos
funcionalmente ndo relacionados com aquele que o originou. Durante a disseminago
metastatica, uma célula de cancer de um tumor primario executa a seguinte sequéncia de
etapas: invasdo localizada, intravasdo, sobrevivéncia na circulacdo sanguinea, extravasdo,

formagdo de micrometastases, coloniza¢do (Chaffer ¢ Weinberg, 2011; Fidler, 2003)

(Esquema 1)



Detencio nos
microvasos de

Formagcio do Invasio latiwvasio Trans’porte diferentes
tumor primario  localizada através da  grgios Extravasiio
circulacio

- - R

0 e
B B
Interaca i /—. .
¢A0 com

plaquetas, linfécitos e \ - Formacio de
outros componentes iz Sl micrometistase
do sangue )

Colonizagdo- formacio
de macrometastase

Esquema 1: Etapas da disseminacido metastatica. O tumor primario invade o local e
posteriormente adquire a capacidade de invasdo no sistema linfatico e sanguineo. Através
da circulacdo sanguinea atinge outros 6rgdos no qual consegue extravasar ¢ iniciar a
formagdo de outro tumor, micrometastase, que evolui para a macrometastase (modificado
Fidler, 2003).

Na etapa de invasdo localizada as células neoplasicas epiteliais do tumor primario
devem romper a membrana basal que as separa do estroma. Uma variedade de células
estromais no ambiente circundante é recrutada para tumores, e estas ndo s6 aumentam o
crescimento do cancer primario, mas também facilitam sua difusdo metastatica para 6rgaos
distantes (Chamber ef al., 2002). Existem duas teorias para o processo de invasao que sao:
(1) invasdo localizada por células tronco tumorais: esta hipdtese baseia-se no principio de
que os tumores sdo formados por populagdes heterogéneas de células que se replicam de
maneira limitada. Nesse caso as células tronco tumorais seriam responsaveis por manter o

tumor através de suas capacidades peculiares como a de auto-renovacdo; (2) invasio



localizada por transi¢do epitelial-mesenquimal: baseia-se no fato de que a transigfo
epitelial-mesenquimal transforma fenotipicamente as células tumorais fazendo com que
ganhem habilidades necessarias para invadir a membrana basal e outros tecidos. Durante a
transi¢do as células neoplésicas adquirem um fenotipo mesenquimal (fibroblastico) que as
confere maior capacidade invasiva (Nguyen et al., 2009).

A troca de E-caderina por N-caderina faz com que as células neoplasicas 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 nido resulta em
aprisionamento das células neoplasicas no estroma ja que as ligacdes célula-célula
mediadas por N-caderinas sdo bem menos adesivas que as mediadas por E-caderinas. Outro
evento de grande importancia para o ganho de potencial invasivo e metastatico durante a
transi¢co epitelial-mesenquimal é a estimulag¢do de producdo e liberacdo de proteases como
as metaloproteinases (MMPs). Células neoplasicas altamente invasivas e metastaticas

secretam grandes quantidades de MMP-2 e MMP-9 (Joyce e Pollard, 2009) (Esquema 2).
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Esquema 2: Hipoétese da invasdo localizada por transicio epitelial-mesenquimal. As
células meoplasicas conseguem movimentar-se livremente, posteriormente conseguem
romper as suas ligagdes com a matriz. Proteases como as metaloproteinases (MMPs)
auxiliam no processo de invasdo através da clivagem de proteinas (Joyce e Pollard, 2009).

Durante a intravasdo as cé¢lulas neoplasicas adentram os capilares de vasos
sanguineos e linfaticos e podem ser levadas a locais distantes. A produgio de proteases por
células neoplasicas e macrofagos auxilia na degradagdo da membrana basal e das proteinas
que mediam a ligacdo entre as células endoteliais. Nos vasos sanguineos as células tumorais
circulantes (cancer circulating cells) devem resistir a indu¢do de morte programada por
desligamento de um substrato so6lido (anoikis), as forgas hidrodindmicas do sangue, ao
ataque de células do sistema imune, etc. A migragdo das células neoplasicas pelo sangue ¢
acompanhada por sua liga¢do a plaquetas e esta interagdo € utilizada como uma forma de
protecdo durante o periodo que as células neoplasicas estdo na corrente sanguinea (Joyce e

Pollard, 2009).



Mesmo que uma célula neoplasica consiga sobreviver as etapas anteriores da
disseminacdo metastatica, conseguir invadir o parénquima do tecido do orgéo-alvo ndo ¢
um processo simples. Cada tipo de tumor primario tem predile¢do a drgdos especificos.
Paget criou a teoria “seed and soil” que diz que as células malignas (“seed- sementes”)
gradualmente adquirem alteragdes genéticas e epigenéticas que conferem as mesmas
habilidades de deixarem o tumor primario, sobreviver na circulagdo sanguinea e prosperar
em locais distantes. Esse “solo” (soil- 6rgdo) deve ter caracteristicas que permitam a célula
metastatica aderir e proliferar, enquanto outros “solos” ndo apresentam essas caracteristicas
(Fidler, 2003). Atualmente, sabe-se que as células tumorais adquirem altera¢des que as
capacitam a selecionar os tecidos alvos, poderiam produzir fatores que “preparam” certos
orgdos para sua invasdo; o microambiente dos orgdos alvo pode selecionar as células
tumorais devido a sua estrutura anatémica e a producdo de fatores de atracdo, além disto,
padrdes de circulagdo sanguinea privilegiam a forma¢fo de metastases em alguns érgios

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

1.4.  Resisténcia

O processo de resisténcia de células tumorais a quimioterapicos ¢ um mecanismo
multifatorial, cujos detalhes moleculares ainda sdo poucos conhecidos. A resisténcia a
quimioterapicos ¢ um dos principais obstaculos no tratamento de pacientes com cancer. Por
esta razdo, a elucidacdo dos mecanismos que conferem resisténcia a farmacos com
diferentes alvos e estruturas quimicas ¢ o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes
para o tratamento do cancer, tém sido as principais metas dos pesquisadores da area, nos
ultimos anos (O"Connor, 2007; Baguley, 2010). A resisténcia a quimioterapicos pode se
manifestar clinicamente logo nos estagios iniciais de tratamento, constituindo o fendmeno
de resisténcia de novo ou ser induzida durante a quimioterapia quando sdo selecionadas

células resistentes ao tratamento. Em conseqiiéncia, observa-se que resisténcia genética



pode ser induzida tanto pelo proprio tratamento com agentes anti-neoplasicos ou emergir
como um evento espontaneo (Baguley, 2010; Logue ¢ Morrison, 2012).

Os mecanismos de resisténcia de melanomas a drogas podem envolver a
desregulacdo de proteinas da familia Bcl-2, desregulag@o da atividade da Apaf-1, mutagdes
no gene PTEN/MMACI que leva a inativagdo da proteina PTEN, muta¢des em proteinas
quinases como BRAF deixando-a constitutivamente ativa, aumento na expressdo das
bombas de efluxo (proteinas da familia MDR/P-glicoproteina) e alteragdo na atividade da
topoisomerase (Hu e Xuan, 2008; Kim, 2010; Pratheeshkumar ez al., 2012).

Apesar dos avangos no desenvolvimento de farmacos para alvos especificos, a
quimioterapia tradicional ainda se mantém como opcdo preferencial de escolha nos
protocolos terapéuticos do cancer. No entanto, a eficacia desses protocolos ainda se
encontra abaixo do esperado. Portanto, o entendimento do metabolismo tumoral no
contexto da transdugdo de sinal, bem como a identificagdo de alvos que possam permitir
maior eficiéncia terapéutica ¢ melhor qualidade de vida do paciente, t€ém sido o grande
desafio de pesquisas na area. No caso especifico do melanoma, o inibidor da quinase BRAF
foi considerado inicialmente como tendo grande potencial para o tratamento deste cancer.
No entanto, varios pacientes se tornaram resistentes ao mesmo. Portanto, novos compostos
com potencial antitumoral sdo atrativos para a industria farmacéutica. 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) ¢ uma vitamina hidrossoluvel
pertencente ao complexo vitaminico B,, apresenta coloragdo 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 esta presente no plasma humano na concentragdo de 5 nM, além
disto, ¢ um componente das coenzimas FMN (flavina mononucleotideo) e FAD (flavina
adenina dinucleotideo), as quais participam de diversas reagdes de Oxido-reducdo
importantes no metabolismo (Hustad et al., 1999). Ha relatos que a RF apresenta outras
fungdes bioldgicas como quimioprotegdo (Webster et al, 1996), modulacdo do estado
redox (Massey, 2000) e agente citotoxico/antitumoral (Edwards et al., 1999; Souza ef al.,
2006; de Souza Queiroz et al., 2007). Tal vitamina também ¢ um fotossensibilizador
enddgeno, apresentando sensibilidade a radiacdo UV e visivel. A RF ao absorver luz atinge
o estado triplete excitado que ¢ 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
fotooxidagdo do mesmo e como consequéncia, ocorre a geragdo de radicais intermediarios,
além de espécies reativas de oxigénio, tais como anion superoxido, radical hidroxil e
peroxido de hidrogénio. No mecanismo do tipo II, a RF no estado excitado interage com o

oxigénio molecular gerando oxigénio singlete (Esquema 3).
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Esquema 3: Mecanismos tipo I e tipo II em presenca de oxigénio molecular. ’RF*
representa o estado excitado de flavina tripleto, S substrato alvo da riboflavina irradiada,

RF" radical 4nion de riboflavina, S** radical cation do substrato, 'O, oxigénio singleto
(Souza et al., 2005).

A RF, como todas as flavinas, exibe fluorescéncia em solu¢do aquosa com maxima
emissdo em A=520 nm. As flavinas, de modo geral, quando irradiadas podem sofrer rea¢oes
de fotorreducdo, fotodealquilagdo ou fotoadi¢do (Heelis, 1982). A literatura mostra que na
fotodecomposi¢do da RF, a formilmetilflavina (FMF) € o principal intermediario o qual se
hidrolisa formando o lumicromo (LC) e a lumiflavina (LF) como fotoprodutos majoritarios
(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 majoritarios sejam
conhecidos, uma determina¢do mais exata de todos os fotoprodutos formados ¢ muito
complexa, uma vez que praticamente todos eles mantém a estrutura dos anéis (flavina)

alterando apenas os grupos ligados ao N1 ou N10.
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Esquema 4: Possiveis reacdes de fotodecomposicio da RF. O lumicromo e a lumiflavina
s30 os principais fotoprodutos

A capacidade fotossensibilizadora da RF em sistemas biologicos relaciona se ao alto
potencial redox de sua forma triplete ativada. Substidncias com capacidade
fotossensibilizadora foram alvos de estudos na area de tratamento e prevencdo de doengas
com emprego de luz, tais como vitiligo e cancer (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 mieloide aguda (Souza er al., 2006) e potencial anti-metastatico em
células de céancer de prostata (de Souza Queiroz er al., 2007). Assim, torna-se

extremamente atraente a idéia da utilizagdo da RFi no controle da progressdo 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) ¢ essencial para o crescimento e diferenciagdo de
células tronco e embrionarias (Beachy ef al., 2004). Hedgehog (Hh) é uma proteina soltvel
secretada pelas células, que se liga ao transportador de membrana denominado Patched
(PTCH), o qual regula a fungéo de outra proteina de membrana, a smoothenerd (SMO), um
receptor acoplado a proteina-G. A SMO ativa uma familia de fatores de transcrigdo,
denominada GLI (proveniente do oncogénico associado ao glioma), que regula os genes
envolvidos na morfogénese do tecido (Esquema 5). A expressdo de GLII ¢ considerada o
unico marcador confiavel para a avaliagdo da atividade da via SHH (Remsberg et al.,
2007).

A via hedgehog ¢ necessaria para o crescimento de varias neoplasias. Sabe-se que
essa via se encontra desregulada em canceres de mama, prostata, estomago, colon, figado,
pancreas, pulmdo, mieloma multiplo, carcinoma de células basais, meduloblastoma e
melanoma (Li ef al., 2011). Embora o envolvimento da via hedgehog seja observado de
forma mais freqiiente em canceres de pele ndo-melanoma, Stecca ¢ colaboradores (2007)
reportaram que a via SHH estd ativa na matriz do foliculo capilar humano, ¢ que ¢
necessaria para a proliferacdo normal de melandcitos in vitro. Esta via também regularia a
proliferagdo e sobrevivéncia de melanoma humano in vivo. Esses autores mostraram que a
interferéncia local ou sistémica na via hedgehog inibe o crescimento do melanoma e

previne a recorréncia e a metastase. Além disto, este grupo mostrou evidéncias de que a
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sinalizacdo enddgena de Ras-MEK e AKT regulam a localizagdo nuclear e atividade
transcricional da GLI1 em melanoma. Quando bloqueada a atividade de MEK ou AKT
esses autores observaram o aumento de GLI1 citoplasmatico enquanto que, com suas
atividades normais ocorria um aumento de GLII nuclear. Desta forma, a inibi¢do de
Ras/MEK ou AKT leva a uma inibi¢do da via hedgehog. Assim, tais autores sugerem que a
inibicdo da fun¢do da GLI diretamente ou através de uma estratégia combinatéria de
bloqueio das vias hedgehog e Ras-MEK e PI3K/AKT pode representar uma opcdo
terapéutica para melanomas e muitos outros canceres. Govindarajan e colaboradores (2007)
mostraram que a ativacdo de AKT contribui para a progressdo do melanoma, portanto a
expressdo exacerbada de AKT leva a regulacdo positiva de VEGF, com aumento da

angiogénese e tumorigenicidade in vivo.
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Esquema 5: Via Hedgehog. Quando a proteina hedgehog (Hh) se liga a Ptch, ocorre o
desligamento da proteina SMO, levando a sua ativagdo, permitindo que a Gli se transloque
para o nucleo ativando a via HH.
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1.6.2. Metaloproteinase

Metastase ¢ um processo complexo que envolve adesdo, migragdo celular e
protedlise da matriz extracelular e da membrana basal. Metaloproteinases (MMPs) fazem
parte de uma familia de endopeptidases dependentes de Zn?" envolvidas na degradagdo dos
constituintes da matriz extracelular e membrana basal e sdo produzidas nas células na
forma de zimogénios. Ativados através da acdo de enzimas proteoliticas que clivam os pro
dominios resultando na ativagdo dos centros cataliticos. A MMP ativa é regulada em trés
niveis: sintese (primeiramente na transcri¢do), ativacdo do zimogénio e inibi¢do da
atividade proteolitica, por inibidores protéicos especificos chamados TIMPs (inibidor de
metaloproteinases tecidual) (Rittié e Fisher, 2002). MMPs s3o comumente relacionadas
com malignidade e metastase. Dentre as MMPs, as gelatinases A ¢ B [MMP-2 (72 KDa) ¢
MMP-9 (92 KDa)] respectivamente envolvem-se na protedlise e rompimento de
membranas basais, degradagdo de colagenos tipo IV e V, colagenos desnaturados
(gelatinas), fibronectina ¢ elastinas (Lee er al, 2010). As MMPs sdo reguladas por
inimeros mecanismos ¢ diferentes vias de sinalizagdo, sendo o processo dependente da
atuacdo de citocinas e fatores de crescimento como EGF e TNF-o. Malaponte e
colaboradores (2010) relatam que em pacientes com melanoma metastatico os niveis de
MMP-2 plasmaticos so maiores que os pacientes controles, que ndo apresentam tal
doenca. Assim as MMPs apresentam um importante papel na invasdo do cancer através da
degrada¢do da matriz extracelular.
1.6.3. Src quinase

Src quinase € frequentemente associada com a progressdo tumoral e é conhecida por
promover a proliferacdo celular, sobrevivéncia, adesdo, motilidade, invasdo e angiogénese
(Jones et al., 2002; Buettner ef al., 2008; Fecchi et al., 2012). Devido ao fato da Src exercer
uma fung¢do critica em muitas vias de sinalizag@o, sua elevada expressdo ou atividade esta
associada a metastase em sitios distantes (Qi ef al., 2006, Buettner ef al., 2008). A atividade

da Src é regulada pela fosforilagdio e por interagdes intramoleculares envolvendo os
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dominios SH2 e SH3. A fosforilagdo de Tyr-527 leva a ligagdo da regido C-terminal ao seu
dominio SH2 resultando em uma conformagéo fechada, inativando-a (Qi et al., 2006).

O aumento na expressdo e/ou atividade da Src pode ativar transdutores de sinal e
ativadores de transcri¢do (STATs) (Esquema 6). A ativagdo inapropriada das STATSs ocorre
com alta frequéncia em uma grande variedade de canceres humanos: leucemias, mama,
prostata e pulmio (Mirmohammadsadegh ef al, 2006). Mirmohammadsadegh e
colaboradores (2006) observaram um aumento significativo da expressdo de STAT5Sb e de
proteinas envolvidas na ativac@o deste fator de transcricdo, em aproximadamente 71% dos
pacientes com melanoma cutdneo em fase de metastase. A STATS ativa parece exercer uma
funcdo importante na transformacdo maligna de melandcitos e crescimento de melanoma
em peixes. No melanoma, a sinaliza¢do de STATS pode ser ativada por EGF, ¢ é mediada
pela tirosina quinase EGFR e pelas tirosina quinases do tipo ndo-receptor como Src e
JAKI. Além disto, a inibigdo de Src abole a fosforilagdo de STATS, inativando-a (Homsi et
al., 2007).

Niu e colaboradores (2002) mostraram que, interrompendo a via de sinalizag@o Src-
STAT3 ocorre uma redugdo na expressido de Bel-x; e Mcl-1 (proteinas pro-crescimento),
sugerindo que a atividade de STAT3 em células de melanoma promove crescimento, pelo
menos em parte, devido ao aumento na expressio de proteinas anti-apoptdticas.

Qi e colaboradores (2006) sugeriram que a ativagdo da Src pode promover um
mecanismo de estabilizagdo de B-catenina liberada da N-caderina. A B-catenina acumulada
no nucleo ativaria a transcri¢do de genes envolvidos no aumento de invasdo. Assim, esses
autores relacionam o aumento da ativagdo da Src com o aumento da migragao
transendotelial de células de melanoma.

O estudo das vias de sinalizagdo em canceres humanos serve como ferramenta para
identifica¢do 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 varios tipos de tumores malignos, incluindo melanoma

(Buettner et al., 2008).
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Esquema 6:Via PI3K/AKT e Src. Esquema simplificado da via da PI3K/AKT que
culmina na sobrevivéncia/morte celular, com exemplo das proteinas que atuam nesta via
p53 e Bcl-2, e sintese de proteinas/proliferacdo, como exemplo as proteinas mTor e
p71S6K. A via da proteina Src quinase leva a ativagdo de STATs que serdo fator de
transcrigdo de proteinas relacionadas com o crescimento e diferenciagao.

1.6.4. mTOR

mTOR (alvo da rapamicina em mamiferos) é uma serina/treonina quinase de
289KDa (Keith e Schreiber, 1995) e a serina/treonina quinase p70S6K1 ¢ um dos destinos
mais conhecidos de mTOR (Esquema 6). S6K1 também pode ser ativado por vias de
sinalizagdo como MAPK (proteina quinase ativada por mitdgeno). Apesar disto, a
fosforilagdo de S6K1 em Thr389 por mTOR ¢ necessaria para sua ativagéo ¢ os trés locais
de fosforilacdo 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 previsivel a existéncia de uma associagdo entre alteragcdes na atividade de
mTOR e estados patoldgicos, incluindo cancer. Faivre e colaboradores (2006a) mostraram

que em linhagens celulares ¢ em modelos murinos, ocorre aumento da ativagdo de mTOR
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através de estimulag¢@o de oncogenes ou perda de supressores de tumor o que contribui para
o crescimento do tumor, angiogénese ¢ metdstase. Assim, a sinalizagdo mTOR ¢ ativada em
condigdes de desregulamentagdo de proliferacdo e em muitos tipos de cancer.
Desregulamentag@o dos varios elementos da via mTOR (amplificagdo/mutagao de PI3K,
perda de funcdo da PTEN, superexpressdo de AKT, S6K1, 4EBP1 e elF4E) foram relatada
em cancer como o de: mama, ovario, renal, célon e canceres de cabega e pescogo (Faivre et
al., 2006b).

Ativagao de vias de sinalizacdo da AKT/mTOR desempenha um papel no inicio de
tumores epitelial, modulando os sinais extracelulares que controlam o crescimento celular,
proliferacdo 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 progressdo do melanoma (Dai
et al., 2005). No melanoma, a maior expressdo da proteina AKT ativa foi associa com
progressdo do tumor e menor sobrevivéncia dos pacientes (Meier ef al., 2005). Tumores
agressivos exibem reduzida expressdo PTEN (Abdel-Rahman et al., 2006) e superexpressao
de AKT fosforilada em Ser473 o que foi proposto como um sinal de piora no prognostico
(Saraiva et al., 2005). Em geral, as altera¢cdes em componentes principais da via MAPK, tal
como mutagdes em BRAF, ¢ via da mTOR, perda PTEN e superexpressio de AKT,
parecem ter influéncia substancial na progressdo do melanoma, sendo percursores ligados a
sobrevivéncia e quimioresisténcia em melanoma (Easton e Houghton, 2006). Tomados em
conjunto, estes dados ressaltam a importdncia da sinalizagdo de mTOR em cancer e
reforcam a importancia de mTOR como alvo na terapia contra o cancer.

Mediante as informag¢des que foram discutidas até o presente momento foram
escolhidas essas vias de sinalizagdo por serem importantes indicadores de proliferacao,
metastase, angiogénese, crescimento e apoptose. Desta forma acreditamos que a RFi
modula essas vias de sinalizagdo diminuindo a massa tumoral, aumentando a qualidade de
vida dos camundongos tratados e criando, talvez, uma nova forma de tratamento para
pacientes acometidos pelo cancer de pele, o que torna este trabalho de grande relevancia
cientifica 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
especificos:

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

e Verificar a influéncia da RFi na capacidade de formacéo de colonias pelas células
de melanoma;

e Avaliar o efeito da RFi na migracdo e adesdo das células BI6F10;

e Avaliar o potencial anti-metastatico da RFi através da andlise da expressdo e/ou
atividade de metaloproteinases;

e Avaliar o efeito da RFi na expressdo de proteinas da via Sonic Hedgehog (Gli-1,
Patched, Suf(u)), Bcl-2, p-Src, PTEN;

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

3.1. Materiais

RF, ribonuclease A, iodeto de propideo (PI), Triton X-100 e MTT (3-brometo de
(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazolio) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Cell
Tracker Green CMFDA (5-clorometilfluoresceina diacetato) e marcador CFDA-SE (5,6-
carboxifluoresceina diacetato succinimidil ester) da Invitrogen. Kit para analise da
proliferagdo através da incorpora¢do ao DNA do BrdU e kit para detec¢do das bandas das
proteinas por quimioluminescéncia-western blotting (Lumi-Light PLUS Western Blotting
Substrate) foram adquiridos da Roche Applied Science. Kit para quantificacdo de proteina
(BCA™ 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 - actina, Bel-2, p53, Patched,
PI3K e Suf(u) foram adquiridos da Santa Cruz, Gli da Abcam e os demais anticorpos

primarios da Cell Signaling. Os anticorpos secundarios utilizados foram da Dako.

3.2. Meétodos
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 queratindcitos 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
antibidtico (penicilina e estreptomicina) e L-glutamina (2 mM) e incubadas a 37°C sob

atmosfera umida com 5% de CO,.
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3.2.2. Obtencio da Riboflavina Irradiada.

As placas contendo as solugdes estoque de RF, dissolvidas em meio DMEM sem
soro, na concentracdo de 150uM, foram expostas a radiacdo UVA na dose de 9 J/cm?. As
irradiagdes foram feitas utilizando-se de uma lampada de UVA (UVL-28EL serie UV
Lamp 365 nm UV/ 8 watt/ 115 V ~ 60 Hz/ 0,32 Amps, UVP), cuja irradidncia foi

determinada, em todas as irradiagdes, utilizando um radiometro (UVX radiometer, UVP).

3.2.3. Teste de Permeabilidade

As células endoteliais, 2H11, foram plaqueadas em placas Transwell (6,5 mm de
diametro e 0,4um de poro) e incubadas a 37°C, 5% de CO, até atingir a confluéncia.
Posteriormente, os inserts foram colocados em placa nova, onde na parte superior foram
colocados 200 uL de meio sem soro na presenca ou auséncia de RFi e na parte inferior 1
mL de meio sem soro. Para cada 200 uL de tratamento adicionaram-se 4 UL de FITC
(fluoresceina isocianetada). Como controle positivo foi utilizado tripsina (20 nM). Apos,

tempos especificos a fluorescéncia foi detectada.

3.2.4. Teste de Formacio de Vaso

Adicionou-se matrigel (5 mg/mL) em placas de 24 pogos e posteriormente foram
colocados em estufa para polimerizagdo. Apds a polimerizacdo 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 € posteriormente a
suspensdo filtrada em Cell Strainer (BD Falcon, 40 um de poro, membrana de nylon).
Foram adicionados em cada pogo 300 puL da suspensdo de 2H11, na densidade 50.000
células, na presenca ou auséncia de diferentes concentra¢des de RFi, a concentracdo final

de SFB foi de 2%. As células foram incubadas para a formagdo de tubos. Os valores
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expressos representam a formacdo de tubos, sendo que em cada condig¢@o foram contados 5

campos.

3.2.5. Ensaios de Citotoxicidade
3.2.5.1. Ensaio de Viabilidade Celular Através da Redu¢ao do MTT (3-brometo de
(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazolio).

As células B16F10 foram plaqueadas na densidade de 7 x 10° células/mL em placas
de 96 pocos, e incubadas a 37°C, 5% de CO; por 24h. O meio foi substituido pela RFi (0-
80 uM) diluida em meio suplementado. Apo6s 24h de incubag¢@o, o meio de tratamento foi
removido, os pogos foram lavados com PBS e foi adicionado meio sem soro contendo o
corante MTT (0,5 mg/mL). Apds incubagdo por 3h a 37°C, o meio foi retirado
cuidadosamente e adicionado 100 puL de etanol para solubilizagdo do formazan. As placas
foram agitadas por 10 minutos e a absorbancia correspondente a cada pogo foi lida no leitor
de placas (Synergy HT, BioTek) em A=570 nm. Os valores foram expressos em
porcentagem de redugcdo de MTT em relacdo ao controle, onde as células ndo 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 BI6F10 a uma densidade de 7x 10° células por pogo em
microplacas de 96 pogos ¢ cultivadas por 24h em estufa imida a 37°C contendo 5% de
CO,. Apos este periodo, as células foram pré-tratadas por 6h com 5 UM de gant 61
(inibidor da proteina Gli), 5 UM de ciclopamina (inibidor de Smoothened) e 0,5 pg/mL de
hedgehog (Hh). Apos o término do pré-tratamento as células foram expostas ao composto
teste como descrito anteriormente. Avaliou-se a viabilidade celular pelo teste de reducio do
sal de tetrazolio (MTT) e os valores de absorbancia dos grupos pré-tratados foram

comparados com os valores de absorbancia das células sem pré-tratamento expostas a RFi.
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3.2.6. Teste de Formacio de Colonia

As células B16F10 foram plaqueadas na densidade de 100 células por pogo em
placas de 6 pogos e cultivadas por 24h em estufa umida a 37°C contendo 5% de CO,. Apds
este periodo, o meio foi substituido por diferentes concentra¢des de RFi (0-10 uM) diluido
em meio suplementado. Apos 10 dias de incubacdo, o meio de tratamento foi removido, os
pogos foram lavados com PBS e incubados com cristal violeta 0,2% m/v e glutaraldeido
6,0% v/v por 30 minutos. Apds este periodo, as placas foram lavadas em 4gua corrente para
retirada do excesso de corante € o numero de colonias foi determinado com o auxilio de
uma lupa. Os valores foram expressos em porcentagem de colonias em relagdo ao controle,

onde as células ndo foram expostas a RFi.

3.2.7. Proliferacio Celular por BrdU

A quantificagdo da proliferacdo celular foi baseada na medida da incorporagéo do
BrdU (uma alternativa ndo radioativa para o ensaio de incorporagdo de [*H] timidina)
durante a sintese de DNA. As células B16F10 foram plaqueadas na densidade de 7 x 10°
células por pogo em microplacas de 96 pocos especificas para medir quimioluminescéncia e
cultivadas por 24 h em estufa umida a 37°C contendo 5% de CO,. Apos este periodo, o
meio foi substituido por outro contendo RFi (0-60 uM) diluida em meio suplementado.
Apos 24h o BrdU foi adicionado ao tratamento e incubado por mais 3h a 37°C. Apds este
periodo, o meio foi removido e as células foram fixadas com solugio de fixacdo (FixDenat)
e incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. A solugdo de fixagdo foi removida ¢ o
anticorpo secundario (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 apos as lavagens. O substrato foi incubado por 5 minutos a temperatura
ambiente e a quimioluminescéncia foi detectada usando um leitor (Synergy HT, BioTek).
Os valores foram expressos em porcentagem de quimioluminescéncia em relagdo ao

controle, onde as células ndo foram expostas ao agente teste.
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3.2.8. Ensaio de Adesdo Celular
3.2.8.1. Adesdo Celular em Placas de Cultura de Células

Para este ensaio foram utilizadas as células B16F10 na densidade de 2x 10° células
por poco na microplaca de 24 pocos. As células foram centrifugadas (Hettich Zentrifugen)
na densidade de plaqueamento, resuspendidas nas solu¢des de tratamento contendo RFi (0 a
40 uM) e incubadas por 3h em estufa umida a 37°C contendo 5% de CO,. Posteriormente o
tratamento foi descartado e os pogos foram lavados com PBS. Para verificar a quantidade
de células aderidas foi utilizado o teste de viabilidade determinada pela redug¢do do MTT,
como descrito anteriormente. Os valores foram expressos em porcentagem de reducdo do
MTT em relagéo ao controle, onde as células ndo foram expostas a riboflavina.
3.2.8.2. Adesdo Co-cultura

Células endoteliais, 2H11, e de cancer de pulmio, A549, foram plaqueadas em
placas de 12 pogos e incubadas em estufa imida a 37°C contendo 5% de CO, até atingir a
confluéncia. Apos este tempo, células B16F10 foram tratadas com marcador CFDA-SE (1
UM) e mantidas no banho maria a 37°C por 10 minutos. Posteriormente as células foram
lavadas com meio contendo SFB e centrifugadas. Para verificar a eficiéncia do tratamento
com CFDA-SE as células foram resuspensas e a fluorescéncia foi verificada em
microscopio. Células B16F10 foram plaqueadas na densidade de 5 x 10° células/mL na
presenga ou auséncia de RFi nas placas com as células endoteliais e de cancer de pulmao.
Apds 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).

26



3.2.9. Ensaio de Migrac¢ao Celular
3.2.9.1. Scratch Assay

As células B16F10 foram plaqueadas na densidade de 2 x 10° células por pogo em
placa de 6 pogos e incubadas em estufa imida a 37°C contendo 5% de CO; por 24h. Apos
as células atingirem a confluéncia, o meio foi retirado e feito um risco no centro do pogo
para a determinag@o da area de migragdo das células. O pogo foi lavado duas vezes com
PBS e em seguida a solucdo de RFi (1 e 10 uM) foi adicionada. As micrografias foram
obtidas nos tempos 0 e 16h e os valores foram expressos como a razdo da area ocupada
(relagdo entre a area obtida em Oh e a area no tempo 16h) (Denker e Barber, 2002).
3.2.9.2. Analise da Migracao celular através do FluoroBlok
3.2.9.2.1. Migracao

Para este teste de migragdo as células B16F10 na densidade de 1x 10° células/mL
foram centrifugadas, lavadas com PBS, resuspendidas em meio sem soro contendo Cell
Tracker Green CMFDA na concentragdo de 10 UM e incubadas por 1h em estufa imida a
37°C contendo 5% CO,. 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 pogos onde na parte inferior do insert (HTS FluoroBlok™ 8.0 uM colored
PET Membrane Inserts for 24 well plates, BD Falcon) foi adicionado 600 uL de meio
completo e na superior do insert 100 WL da suspensdo celular com ou sem a RFi (30 e 50
uM) sem SFB. Como controle foi utilizado insert que na parte superior continha apenas
RFi. A fluorescéncia de cada pogos foi analisada a cada 2 minutos por 4h. No célculo final
foi retirado do valor das células tratadas com a fluorescéncia somente da RFi.
3.2.9.2.2. Transmigracio

Para este ensaio os FluoroBlok foram plaqueados com células 2H11 e A549 e
incubados em estufa umida a 37°C contendo 5% CO, até atingir a confluéncia.

Posteriormente os inserts foram colocados em outra placa, sem nenhuma solugéo na parte
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de baixo do imsert, para confirmag¢do da confluéncia. Seguiram-se, posteriormente, o

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

3.2.10. Analise da Expressio de Proteinas por Western Blotting

As células B16F10 foram plaqueadas em placas de 60 cm? e cultivadas por 24 h, a
37°C, 5% CO,. Posteriormente as células foram lavadas com PBS, tratadas com diferentes
concentracdes de RFi por 24 h. Apods este periodo as células foram coletadas e
centrifugadas por 5 min a 4000 rpm. O pellet foi coletado e lisado em 200 UL de tampéo de
lise 50 mM Tris -HCI [pH 7,4], 1% Tween 20, 0,25% deoxicolato de sddio, 150 mM NacCl,
1 mM EDTA, 1 mM O-Vanadato, 1 mM NaF, e inibidores de proteases (1 pg/mL de
aprotinina, 10 pg/mL de leupeptina e 1 mM 4-(cloridrato de fluoreto aminoetil
benzosulfonila)) por 2 h em gelo. Os extratos proteicos foram centrifugados e a
concentra¢io de proteinas foi determinada pelo BCA™ Protein Assay kit. Aos extratos foi
adicionado tampao de amostra na propor¢do 1:1. Tampao de amostra: 2X dodecil sulfato de
sodio (SDS), 100 mM Tris-HCI [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 entdo bloqueadas em 5% de BSA em tampao salino Tris
(TBS)-Tween 20 (0,05%) (TBS-t) e incubados “overnight” a 4°C com anticorpo primario
Gli, Patched, Bcl-2, PTEN, p-Src (Tyr 416), p-mTor (Ser 2448), p53, PI3K, LMWPTP ou
B-actina diluidos na propor¢ao de 1:1000. Apds lavagem em TBS-t, as membranas foram
incubadas com anticorpos secundarios conjugados com peroxidase (diluicdo de 1:5000) em
tampao de bloqueamento por uma hora, seguido por lavagem em TBS. A deteccdo das

bandas foi realizada através de quimioluminescéncia.
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3.2.11. Zimografia

Apds 24h de tratamento o meio de cultura das células B16F10 foi coletado,
centrifugado a 14.000 rpm por 5 min ¢ o sobrenadante coletado para a quantificagdo
proteica pelo BCA™ Protein Assay Kkit.

As metaloproteinases (MMP-2 e -9) foram fracionadas em gel de poliacrilamida a
12% contendo gelatina a 4%. Apods o fracionamento, os géis foram lavados em solucdo
aquosa de Triton X-100 (2% m/v) e incubados 18 h em tampao de protedlise (Tris-CaCl,) a
37°C. O gel foi corado com solug@o contendo corante Coomassie Blue G-250 durante 3 h;
em seguida, o gel foi descorado e fixado com uma solugdo contendo metanol 50% e
glicerol 5% (Souza et al., 2000). A analise das bandas foi realizada por densitometria pelo

programa Scion Image.

3.3.  Anailise Estatistica

Os experimentos foram feitos em triplicata e os resultados obtidos foram
apresentados na forma de grafico com seu respectivo desvio padrdo. Para as analises
estatisticas foi usado o programa one way ANOVA (e ndo 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 DISCUSSAO

4.1. Avaliacdo da Citotoxicidade da Riboflavina Irradiada Através da Reducio do
MTT

A fim de avaliar os efeitos da RF sobre as células de melanoma B16F10, de
endotélio 2H11 e queratindcitos humanos HaCaT, a fun¢do mitocondrial das mesmas foi
avaliada apés exposi¢do a RF ou sua forma irradiada com UV A. Pode-se observar que a RF
ndo foi citotdxica para as linhagens (Fig. 2A). Quando as células foram expostas a RFi a
mesma apresentou-se citotoxica para a linhagem de melanoma, com valor de ICsy em torno
de 50 uM. Importante notar que o efeito citotdéxico da RFi foi menos intenso para as células
endoteliais e queratinocitos (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 melandcitos de forma dose e tempo
dependente (Fig. 2C). Estes dados reforgam os resultados obtidos anteriormente por nosso
grupo que também mostraram maior efeito citotoxico da RF, irradiada na lampada UVC,
sobre células de cancer de prostata, PC3 (de Souza Queiroz et al., 2007) e sobre células
leucémicas, HL60 (Souza et al., 2006). O potencial citotoxico da RFi sobre melanoma
murino indicou a necessidade de investir na definicdo do mecanismo molecular de acdo da

mesma, bem como na validagado deste efeito in vivo.
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Figura 2: Avaliacio da citotoxicidade da riboflavina e riboflavina irradiada em
células B16F10, HaCaT e 2H11. As células B16F10(-m-), HaCaT (-e-) ¢ 2HI11(-A-)
foram tratadas com diferentes concentra¢des de (A) RF e (B) RFi por 24h. (C) As células
B16F10 foram tratadas em diferentes tempos 12 (-m-), 24 (-e-) ¢ 48h (- A-). Os valores
foram expressos em porcentagens de redu¢do de MTT em relagio ao ensaio controle, onde
as células ndo foram expostas a RF ou RFi. O experimento foi realizado em microplacas de
96 pogos e os resultados representam as médias e desvios padrio do experimento
(ANOVA).

4.2. Avaliacdo da Proliferacio Celular a partir da Incorporacio do BrdU e
Formacéo de Colonia

As células B16F10 foram tratadas com diferentes concentracdes de RFi e apés 24h
de tratamento, a analise da incorporac¢do do BrdU foi realizada. O BrdU ¢ um método onde
o bromodeoxiuridina, um analogo da timidina, € incorporado no DNA durante a divisdo

celular. A figura 3 mostra que a RFi induziu uma redugfo significativa na incorporagido do
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BrdU. As concentra¢des de RFi que reduzem em 50% a proliferagdo celular foram de 23,5
UM na linhagem B16F10, sendo esse valor menor do que observado quando foi analisada a
viabilidade pela redugao do MTT.

Com relagdo a formacdo de colonias foi possivel notar, em concentragdes baixas de
RFi (da ordem de namomolar) as quais nio afetam a viabilidade celular no tempo de 48 h,
efeito significativo no nimero de coldnias formadas. Na figura 4A observa-se que quando o
numero de coldnias é normalizado, os valores encontrados para os tratamentos de 2 ou 10
dias sdo semelhantes. Adicionalmente quando se observa o didmetro das colonias 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 didmetro da colénia menor
do que as tratadas por 2 dias, mostrando que a RFi realmente afetou a proliferacdo celular.
Em acordo, Ohara e colaboradores (2003) demonstraram que a RF quando presente no
meio de cultura e exposta a luz azul causou diminui¢do na capacidade de proliferacdo das
células de melanoma B16. Os testes de proliferacdo através da incorporagdo do BrdU e
formag@o de colonia foram realizados com a RF porém nao houve alteragdo nenhuma com

relacdo ao controle, mesmo em concentracdes altas (resultados ndo apresentados).
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Figura 3: Avaliacdo da proliferacdo celular através da incorporacio do BrdU em
células B16F10 tratadas com riboflavina irradiada. As células B16F10 foram tratadas
com diferentes concentragdes de RFi por 24h. Apos este periodo o BrdU foi adicionado e
incubado por 3h. Os valores foram expressos em porcentagens de quimiluminescéncia em
relagdo ao ensaio controle, onde as células ndo foram expostas a RFi. O experimento foi
realizado em microplacas de 96 pogos e os resultados representam as médias e desvio
padrdo de 3 experimentos independentes (ANOVA).
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Figura 4: Avaliacdo da capacidade de formacio de colonias das células B16F10
tratadas com riboflavina irradiada. As células B16F10 foram plaqueadas em placas de 6
pogos, na densidade de 100 células/pogo. Apds 24h as células foram tratadas com
diferentes concentragdes de RFi por 2 dias (-=-) ou 10 dias (-[J-). Apos o periodo o meio foi
retirado e as células foram lavadas com solugdo tampdo e coradas. (A) Os valores foram
expressos em porcentagens de colonia formadas em relacdo ao ensaio controle, onde as
células ndo foram expostas a RFi. (B) Imagens das colonias formadas apos serem coradas.
Os resultados representam as médias ¢ desvio padrio de 4 experimentos independentes
(ANOVA). *** p<0,001 analise estatica do tratado em relag@o ao controle.
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4.3. Avaliacio da Adesdo das Células de Melanoma Tratadas com Riboflavina
Irradiada

Uma vez que foi observado o efeito inibitério da RFi sobre a proliferacdo do
melanoma, a acdo da mesma na capacidade de adesdo, invasdo e migragdo, caracteristicas
importantes durante metastase, foi investigada.

A figura 5 mostra que a adesdo das células de melanoma B16F10, na superficie
tratada da placa, foi reduzida em aproximadamente 30% em concentragdes de 1 UM a 30
(UM de RFi.

A partir destes resultados verificou-se o efeito da RFi na capacidade de adesdo das
células de melanoma na superficie de outro tipo celular. Para este fim, foram escolhidas as
linhagens de endotélio (2H11) e cancer de pulméo (A549). As células de endotélio foram
escolhidas para mimetizar a parede vascular, e as de cancer de pulmio porque nos ensaios
in vivo o principal foco de metastase das células cancerigenas sdo os pulmdes. A figura 6
mostra que a presen¢a da RFi estimula a adesdo das células de melanoma nas células
endoteliais (Fig. 6A) enquanto que nas células de cancer de pulmao ndo houve alteragido na
quantidade de células B16F10 aderidas (Fig. 6B). Tais resultados indicam que a presenca
da RFi interfere no processo de adesdo das células de melanoma, entretanto esta alteracdo ¢
no sentido de aumentar a capacidade de adesdo das células BI6F10 sobre a monocamada
endotelial. Estes resultados foram interessantes, uma vez que na literatura ndo se encontra

dado com compostos que afetem a capacidade de adesdo das células B16F10 in vitro.

36



120

—a&— B16F10
100
)
S 80
E —_— N g
S g —
g 60- 1
S
g 40
3
o
< 204
0 T T T T T T T
0 10 20 30

Riboflavina irradiada (uM)

Figura 5: Avaliacdo da capacidade de adesio das células B16F10 tratadas com
riboflavina irradiada. As células B16F10 foram plaqueadas em placas de 24 pocos com
diferentes concentracdes de RFi por 2h. Apds o periodo o meio com o tratamento foi
retirado e as células incubadas com MTT. Os valores foram expressos em porcentagens de
reducdo de MTT em relagdo ao ensaio controle, onde as células ndo foram expostas a RFi.
Os resultados representam as médias e desvio padrdo de 3 experimentos independentes
(ANOVA).
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Figura 6: Avaliacio da capacidade de adesdo das células B16F10 tratadas com
riboflavina irradiada em cultura de células endoteliais e de cincer de pulmio. (A) As
células endoteliais, 2H11, e (B) de pulmao, A549, foram plaqueadas e incubadas até a
confluéncia. Apds este periodo as células de melanoma, B16F10, foram tratadas com
marcador CFDA-SE e posteriormente as células foram plaqueadas na presenca e auséncia
da RFi. A andlise foi realizada em FACS e representam a média e desvio padrdo de 3
experimentos independentes (ANOVA). ** p<0,01 analise estatica do tratado em relagéo
ao controle.
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4.4. Efeito da Riboflavina Irradiada na Migracio das Células de Melanoma

Durante a embriogénese, metastase e regeneragdo tecidual, as células normalmente
tém grande capacidade migratdria (Singh e Katiyar, 2011). No ensaio de scratch, apos as
células atingirem a confluéncia formando uma monocamada, ¢ feito um risco onde as
células sdo removidas e assim, estimuladas a migrar em dire¢do a area sem células. Cada
célula se move individualmente ou como parte de um grupo na tentativa de ocupar o espago
vazio, permitindo assim estudar a intera¢do célula-célula para o processo de migracio.
Portanto, para tal experimento foram escolhidas concentragcdes de RFi que ndo afetariam a
viabilidade celular, assim os resultados apresentados ndo seriam decorrentes de um efeito
citotdxico. Na figura 7 verifica-se que a RFi diminui a capacidade de migracdo das células
B16F10. A partir das micrografias obtidas nos tempos 0 ¢ 16h, a area n3o ocupada foi
medida e a razdo entre as areas nos tempos Oh e 16h calculada. Embora a RFi tenha
reduzido a capacidade de migracdo de forma significativa, ndo houve diferenca
significativa entre as concentragdes utilizadas, indicando que esse efeito ndo ¢ dependente
da dose. Jeong e colaboradores (2010) mostraram que imidazole, mesmo ndo apresentando
citotoxicidade até a concentragdo de 100 UM nas células B16F10, diminui a capacidade de

migragdo das células de melanoma.
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Figura 7: Avaliacdo da capacidade de migracio das células B16F10 tratadas com
riboflavina irradiada. As células B16F10 foram plaqueadas em placas de 6 pocos ¢
incubadas por 24h. Apds este periodo foram tratadas por diferentes concentragcdes de RFi e
uma micrografia foi obtida no tempo 0. Apos 16h outra micrografia da mesma regido foi
obtida. (A) Grafico mostrando o calculo da razdo da area ocupada. (B) Exemplo das
micrografias nos tempos de 0 e 16h. Os valores foram expressos como a razao entre a area
medida apdés 16h e a area no tempo 0. Os resultados representam as médias e desvio padrao
de 3 experimentos independentes (ANOVA). ** p<0,01 *** p<0,001 analise estatico do
tratado em relacdo ao controle.
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Posteriormente, o ensaio de migra¢do utilizando-se um fluoréforo fez-se
interessante, uma vez que o resultado desta analise depende da velocidade de migragéo
considerando-se a velocidade de difus@o das células por uma membrana permeavel. A RFi
demonstrou capacidade de inibir a migragdo das células de melanoma através de uma
membrana permeavel (Fig. 8), porém esse efeito como o mostrado no scratch parece ser
independente da dose.

Além do estudo da capacidade de migragdo das células de melanoma através de uma
membrana permeavel, analisou-se também o efeito da RFi na capacidade de transmigracdo
das células B16F10, isto ¢, a capacidade dessas células de migrar através de uma
monocamada. As células utilizadas para tal experimento foram as células endoteliais ¢ de
pulméo e as concentragdes de RFi utilizadas ndo afetam a viabilidade em mais de 15% no
tempo de 12h. Na figura 9A foi possivel verificar que, nos tempos estudados, a presenca da
RFi afeta a migracdo das células B16F10 através da monocamada de células endoteliais.
Interessante observar que na concentragdo de 10 uM de RFi, concentragdo esta que em 24h
ndo afeta a viabilidade celular da B16F10, a capacidade de transmigrar das células de
melanoma foi diminuida. Este resultado complementa os dados obtidos sobre o efeito da
RFi na adesao das células B16F10 na monocamada de células endoteliais (Fig. 6A), porque
mostram que a RFi aumenta a adesdo ao endotélio, portanto ela inibe a passagem das
células tumorais para dentro do vaso (intravasdo) ou para fora do vaso (extravasdo).
Contudo quando a monocamada era de células de pulméo (Fig. 9B), as células B16F10 nao
apresentaram alteragdo significativa na transmigra¢do quando comparada a presenca ou
auséncia de RFi, exceto no tempo de 3h que a concentragdo de 10 uM de RFi aumentou
significativamente a capacidade das células de melanoma de migrar entre a monocamada de

células de pulmaio.
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Figura 8: Avaliacdo da capacidade de migracio das células B16F10 tratadas com
riboflavina irradiada. As células B16F10 foram incubadas com meio sem soro contendo
Cell Tracker Green CMFDA por 1h. Apos este periodo o meio foi substituido por meio
com soro ¢ as células foram incubadas por mais 1h. Posteriormente, as células com as
diferentes concentragdes de RFi sem SFB foram colocadas sobre o FluoroBlok, na parte
inferior foi colocado meio com 15% de SFB, ¢ incubadas no leitor de fluorescéncia a 37°C
por 4h. Foram adquiridos os valores de fluorescéncia a cada 2 minutos. Os valores foram
expressos em porcentagem normalizando em relagéo a fluorescéncia em t=0. Os resultados
representam as médias e desvio padrdo de 2 experimentos independentes (ANOVA).
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Figura 9: Avaliaciio da capacidade de transmigracio das células B16F10 tratadas com
riboflavina irradiada. (A) As células endoteliais, 2H11, e (B) de pulmio, A549 foram
plaqueadas em FluoroBlok e incubadas até a confluéncia. Posteriormente, as células
B16F10 foram incubadas com meio sem soro contendo Cell Tracker Green CMFDA por
1h. Apos este periodo o meio foi substituido por meio com soro e as células foram
incubadas por mais lh. Posteriormente, as células com as diferentes concentragdes de RFi
sem SFB foram colocadas sobre a monocamada, na parte inferior do FluoroBlok foi
colocado meio com 15% de SFB, ¢ incubadas. Foram adquiridos os valores de
fluorescéncia em 3 e 18 horas. Os valores foram expressos em porcentagem normalizando
em relacdo a fluorescéncia em t=0. Os resultados representam as médias e desvio padrio de
2 experimentos independentes (ANOVA). ** p<0,01 *** p<0,001 analise estatistica do
tratado em relacdo ao controle.
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Os dados apresentados mostraram que a RFi atua inibindo tanto a proliferacdo de
células de melanoma, como a adesdo e migragdo das mesmas, sugerindo um efeito
antimetastatico desse composto, in vitro.

Os testes de migragdo por scratch e fluoroblok foram realizados com a RF e
novamente a presen¢a desta vitamina ndo afetou a capacidade de migragdo das células de

melanoma (resultados ndo apresentados).

4.5. Influéncia da Riboflavina Irradiada sobre Marcadores Moleculares da
agressividade do Melanoma
4.5.1. Hedgehog

A via de sinaliza¢do Sonic Hedgehog (SHH) é fundamental para muitos processos
durante o desenvolvimento embrionario e pos-natal, incluindo proliferacdo, especializacdo,
diferenciacdo e defini¢do do destino celular ¢ morfogénese (McMahon ef al., 2003). Essa
sinalizagdo ocorre através de varios componentes, incluindo as proteinas transmembrana
Patched (Ptch) e Smoothened (SMO), que culminam na ativagio da proteina Gli (Ruiz et
al., 2002). A ativagdo constitutiva da via ¢ observada em muitas formas de tumores,
principalmente nos malignos. O estudo desenvolvido explorou a conexdo entre a via de
sinalizacdo 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 expressdes de proteinas
importantes para as vias de sinaliza¢do de SHH relacionadas com sobrevivéncia celular.

O esquema 7 mostra a via de sinalizagdo SHH e a localizagdo das proteinas
analisadas nesse trabalho. Resumidamente, a proteina transmembrana Ptch fica ligada a
SMO mantendo-a inativa. Sem a ativacdo da SMO as proteinas Gli so processadas na
forma repressora (Gli-R) que desativa a via SHH. Quando a proteina hedgehog (Hh) se liga
a Ptch, ocorre o desligamento da proteina SMO, levando a sua ativagdo, permitindo que a

Gli se transloque para o nucleo 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 estdo ativas, tiveram a sua
expressdo diminuida quando as células B16F10 foram expostas a RFi, porém este resultado
so foi observado na concentracdo correspondente ao ICsg. Por outro lado, a proteina Suf(u)
importante pela inibicdo da translocagdo de Gli para o nucleo, teve a sua expressao
aumentada em ambas as concentracdes de RFi testadas. Além da analise das expressdes de
proteinas relacionadas com a SHH foi feita a utilizac@o dos inibidores e do agonista da via.
Para examinar a importancia da via SHH na a¢fo da RFi, analisamos a acdo da RFi
nas células pré-tratadas com os inibidores e agonista. A ciclopamina ¢é utilizada na
prevengdo do crescimento de células cancerigenas como as células de cancer de prostata
(Chung ef al., 2009), neuroblastoma (Mao et al., 2009) e linfoma (Singh et al., 2009) na
concentracdo de 10 a 20 uM. Porém, essas concentra¢des foram tdxicas para as células
B16F10, portanto a concentracdo utilizada foi de 5 uM. O ensaio de viabilidade celular pela
reducdo de MTT mostrou que a ciclopamina (Fig. 10B) potencializou a inibi¢do do
crescimento das células B16F10 induzida pela RFi, de forma dependente da dose,
indicando assim, que a proliferagdo do melanoma esta relacionada com a via SHH. Ainda,
utilizando-se o inibidor gant 61, que atua na proteina Gli-1, foi observado um efeito
semelhante ao da ciclopamina. Uma indicagdo mais contundente da importancia da via
SHH no efeito da RFi pode ser observada na figura 10B, onde o pré tratamento com o
agonista Hh induz a reversdo do efeito da RFi na proliferacdo celular da B16F10. Na
concentracdo de 20 uM 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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Mormal Hedgehog Signaling

Hh target genes:
Picht, GT, etc

Esquema 7: Via Hedgehog. Na sinalizagdo normal da via SHH, a proteina transmembrana
Patched (Ptch) fica ligada a Smoothened (SMO) mantendo-a inativa. Sem a ativacdo da
SMO o complexo Gli, Su(Fu) ¢ processado na forma repressora (Gli-R) que desativa a via
SHH. Quando a hedgehog se liga a Ptch, ocorre o desligamento da proteina SMO, levando
a sua ativagdo, permitindo que a Gli se transloque para o nucleo ativando a via SHH.
(http://www.med.umich.edu/derm/research/res_embryonic.shtml)
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Figura 10: Analise da conexio entre a via da Sonic Hedgehog e a riboflavina irradiada
nas células de melanoma. (A) A expressdo das proteinas Gli-1, Patched e Suf(u) foi
realizada através de western blotting. As células B16F10 foram plaqueadas em microplacas
de 96 pocgos e incubadas a 37°C por 24h. Apds este periodo as células foram pré tratadas
por 6h com (B) os inibidores ciclopamina (-m-) ou gant 61 (-=-) ou agonista Hh (-[J-). A
analise da viabilidade celular foi realizada através da reducdo do MTT. (C) Para o ensaio de
proliferagdo celular as células BI6F10 foram pré-tratadas com ciclopamina (-m-), gant 61 (

) ou SHH (- -) seguido do tratamento com RFi por 24h. A analise da proliferacdo foi
realizada pela captag@o do BrdU. (D) O teste de colonia com os inibidores gant 61 (-m-) e
ciclopamina (-[-) foi realizado no tempo de tratamento de 10 dias. Imagens das coldnias
formadas apos serem coradas foram representadas. Os resultados representam as médias e
desvio padrio de 3 experimentos independentes (ANOVA). * p<0,05 ** p<0,01 ***
p<0,001 analise estatistica do tratado com relag@o ao controle.
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Com os resultados positivos da acdo da RFi na via da SHH, tanto na expressdo de
proteinas como na viabilidade celular através da associa¢do da agdo de inibidores com a
RFi, verificou-se a necessidade de saber se a proliferagdo das células de melanoma também
apresentaria resultados significantes usando a combina¢do de inibidores e RFi.

A figura 10C mostra os dados do ensaio de proliferagdo através da utilizacdo do
BrdU, no qual as células BI16F10 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 diminui¢do e aumento, respectivamente, na proliferagdo das
células quando comparado com as células tratadas somente com RFi. Estes resultados
foram mais conclusivos na concentragdo de 20 UM de RFi, onde todos os pré tratamentos
apresentaram resultados significativos. Além disto, o inibidor gant 61 foi o unico que
apresentou diminui¢do na capacidade de proliferagdo das células de melanoma na
concentracdo de 10 uM quando comparada com as células tratadas somente com RFi,
indicando que o composto estudado pode atuar primeiramente impedindo a translocagdo da
proteina Gli para o nucleo.

Além do teste de proliferagdo com o BrdU, foram realizados testes de formagao de
coldnia 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 diminui¢do no nimero de colonias formadas
em concentragdes na escala de nanomolar, como ¢ possivel analisar no grafico e imagens
contidas na figura 10D.

Todos os resultados apresentados indicam que a via SHH tem grande importancia
no mecanismo de acdo da RFi, indicando assim que a relacdo 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 ndo ha relatos na literatura da associagdo de um composto, da via

SHH e do melanoma para o combate a tal doenga.

48



4.5.2. Metaloproteinases

Metaloproteinases apresentam uma importante fungdo na degradagdo da matriz
extracelular, que ¢ uma caracteristica especial na invasdo de tumores e metastase. As
MMPs humanas sao relatadas como bons alvos para drogas anticancerigenas porque elas
degradam gelatina, que ¢ um dos principais componentes da membrana basal. O melanoma
expressa diferentes MMPs, dependendo do estagio da progressdo do tumor (Chen et al.,
2011). Dentre elas, MMP-9 ha muito tem sido considerada como marcador de invasido do
tumor. Alguns autores encontraram que MMP-9 foi expressa em niveis diferentes na fase
de crescimento radial do melanoma primario, indicando que a expressao de MMP-9 esta
correlacionada com a invas@o precoce do melanoma (Fingleton, 2006). Outros trabalhos
revelam que a expressdo da MMP-9 estd presente na fase de crescimento vertical do
melanoma, mas nao no crescimento radial (Van Den Oord et al., 1997). Macdougall e
colaboradores (1999) reportaram que contrariamente ao encontrado na pele normal, MMP-
9 ¢ fortemente expressa a partir das células de melanoma de 73,3% de pacientes com
melanoma cutdneo maligno. Malaponte e colaboradores (2010) relataram que em pacientes
com melanoma metastatico os niveis de MMP-2 plasmaticos sdo maiores que os pacientes
controles, que ndo apresentam tal doencga, apresentando assim as MMPs um importante
papel na invasdo do cancer através da degradagdo 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 ¢ -9 das células expostas a RFi. E possivel observar que na
linhagem B16F10 a atividade da MMP-2 diminui de forma semelhante 8 MMP-9, sendo
que a diminui¢do ndo foi dose dependente. A atividade diminuida da MMP-2 vem de
encontro com os dados de Sil e colaboradores (2010) que demonstraram que o flavondide
de cha 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 €, em todas as
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linhagens utilizadas neste trabalho, normal ou cancerigena, o tratamento da RF diminuiu a
atividade das MMP-2 ¢ -9 (resultados nio apresentados).

Além da atividade das metaloproteinases foi analisada a expressdo das MMPs e do
inibidor TIMP1 (inibidor de metaloproteinase de tecido) por western blotting. TIMP é o
principal inibidor das MMPs e sua atividade inibitdria resulta na formagdo de um complexo
ndo covalente de TIMP com o dominio C-terminal da pr6 MMP (Makimura et al., 1993),
assim suprindo a capacidade de invasdo e metastase (Chambers e Matrisian, 1997). Estudo
in vivo em camundongos revelaram que a overexpressdo de TIMP inibe metastase e inibe
angiogenese (Bloomston ef al., 2002). A figura 11B mostrou que a expressdo 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 diminui¢do das MMPs nas células de
melanoma tratadas com RFi corroboram com os resultados apresentados de invasio e

migracdo.
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Figura 11: Efeito da riboflavina irradiada nas metaloproteinases 2 e¢ 9 da célula de
melanoma. (A) As células B16F10 foram tratadas com RFi em diferentes concentracdes
por 24 h. A imagem obtida dos géis demonstra a expressdo (atividade) das MMP-2 e MMP-
9 no meio de cultura das células apos tratamento por 24 h. (B) A expressdo das proteinas
MMP-9, MMP-2 e TIMP foram analisadas por western blotting. Os resultados representam
as médias e desvio padrdo do experimento. ** p<0,001 *** p<0,001 analise estatistica do
tratado com relagdo ao controle.

4.5.3. Proteinas Src e mTOR

Além das proteinas da via SHH e das MMPs, outros marcadores também foram
estudados para o esclarecimento da acdo da RFi nas células de melanoma.

As células respondem a estimulos internos e externos através de redes integradas de
sinaliza¢do que envolvem cascatas de fosforilagdo sequencial ou desfosforilagio mediada
pela agdo de proteinas quinases e fosfatases. Especificamente, a fosforilagdo de tirosina ¢
geralmente aceita como um regulador critico de varios processos biologicos da célula,

incluindo a proliferagdo, migracdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular (Ferreira et al.,
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2006). Das varias proteinas tirosina quinases conhecidas atualmente, a Src quinase tem um
papel importante nos processos fisiologicos e patologicos como sobrevivéncia de célula,
diferenciacdo, carcinogénese, inflamacéo (Rucci ef al., 2008), adesdo e motilidade celular
(Bromann et al., 2004) (Esquema 8). Na figura 12A pode-se notar que a fosforilacdo do
residuo ativador da proteina Src diminuiu com o aumento da concentragdo da RFi o que

corrobora com os resultados mostrados de inibi¢cdo da proliferagio, adesdo e da migragéo.

Ras
- PTEN
"3 /
PI3SK
v
Mlgrat'on‘ ‘----oo- AKT h mTOr
proliferation
MDM2 B-RAF |€==» |Microenvironment

1

poa | —| Bcl-2 |- == |Survival

Esquema 8: Regulac¢io da via PI3K/AKT. Na sinalizac@o da via PI3K/AKT, as proteinas
PTEN, mTor, p53 e Bcl-2 estdo relacionadas com vias de proliferagdo, migracdo e
sobrevivéncia. (esquema modificado, Lin ef al., 2010).
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Figura 12: Analise da expressio das proteinas 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 expressdo das proteinas (A) PTEN, LMWPTP, p-
Src (Tyr 416), (B) PI3K, p-mTor (Ser 2448), p-p70 S6K (Thr 389), (C) Bcl-2, clAP, p53
foram realizados através de western blotting. *** p<0,001 analise estatistica do tratado com
relacdo ao controle.
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A proteina mTOR desempenha um papel critico em vias de sinalizacdo
desencadeada pela ativagdo da fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) e proteina quinase B
(AKT), regulando o crescimento celular e morte (Averous e Proud, 2006). Sendo que a
mTOR se apresenta frequentemente ativada em células de cancer por varios oncogenes,
como PI3K e AKT. Os supressores de tumor, como PTEN, NF1A, LKBI e o complexo
TSC1/TSC2, dependem de regulagcdo da atividade de mTOR para a transformacdo celular
(Meric-Bernstam e Gonzalez-Angulo, 2009). A atividade oncogénica de mTOR envolve a
sintese protéica através da fosforilagdo de substratos necessarios para a biossintese do RNA
ribossomal e tradu¢do do mRNA (Hay e Sonenberg, 2004). A implicagdo de mTOR no
controle da proliferagdo tem estimulado estudos que visam interferir com a sua atividade
em células de cancer (Meric-Bernstam e Gonzalez-Angulo 2009). Neste estudo verificou-se
que a RFi induziu uma diminuicéo na fosforilagdo em serina 2448 da proteina mTOR, ¢ o
aumento da expressdo da proteina PTEN, principal regulador negativo de PI3K e AKT
(Figura 12B). m-TOR ¢ responsavel pela fosforilagao da proteina p70 S6K em Thr38 que ¢
correlacionado com a atividade de p70 quinase in vivo. Esses resultados comprovam que a
proliferacdo das células de melanoma em presenca de RFi foi prejudicada provavelmente
devido a reducdo de expressao de mTOR e p70 S6K e aumento da expressdo de PTEN.
Kim (2010) mostrou que a inibicdo de PTEN e ativacdo de RAS levam a progressao do
melanoma. Ainda, a PTEN pode regular os niveis e atividade de pS3 que também teve a sua
expressdo aumentada com o tratamento com a RFi.

Além das proteinas citadas acima foram estudados os niveis de expressdo das
proteinas Bcl-2 e cIAP importantes proteinas antiapoptdticas. Placzer e colaboradores
(2010) demonstram através de 12 linhagens celulares de melanoma diferente que os niveis
dos membros antiapoptéticos da familia Bcl-2 estdo superexpressos principalmente as
proteinas Bcl-xr, Mcl-1, Bcl-W, o que contribui para a resisténcia do melanoma a apoptose.
Porém, os niveis da proteina Bcl-2 ndo apresentam diferencga entre as células de melanoma
e melanocitos. Ambas as proteinas tiveram a sua expressao diminuida indicando de que a
inducdo de morte apoptdtica esta 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
quimioterapico para a metastase de pulmao ja que causou citotoxicidade, diminui¢do na
capacidade de migragdo, invasdo e proliferacdo, além de estimular vias que levam a morte,
como a apoptdtica (Esquema 9).
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Esquema 9: Vias de sinalizacdo afetadas pela riboflavina irradiada nas células de
melanoma. A RFi apresentou as seguintes alteragdes nas células B16F10. Diminuiu a
fosforilagdo de mTOR e p70 S6K o que inibiu a proliferacdo. Além disto, aumentou a
expressdo de p53 e diminui de Bcl-2 ¢ cIAP o que leva a morte, principalmente por
apoptose. Diminuiu a atividade e expressdo das MMPs o que diminuiu a capacidade de
migracdo e invasdo. E na via Sonic Hedgehog houve diminui¢do na expressdo de Gli e
Patched e aumento em Suf(u) mostrando que a via foi inibida acarretando na diminuigéo da
proliferagdo, especializagdo, diferenciacio e defini¢do do destino celular.



4.6. Avaliacio da Permeabilidade e Capacidade de Formacio de Vasos pela
Riboflavina Irradiada

As neoplasias malignas sdo invasivas provocando destrui¢do dos tecidos adjacentes
e podendo desenvolver metastase. O revestimento de células endoteliais da vascularizacao
define uma barreira semipermeavel entre o sangue e 0s espagos intersticiais de todos os
orgdos. Ruptura da barreira de célula endotelial pode resultar em aumento da
permeabilidade e vazamento vascular. Alguns tumores produzem substancias que podem
alterar ou danificar os tecidos, facilitando a passagem das células tumorais. Os mecanismos
que controlam a fun¢@o de barreira sdo complexos e sua plena compreensdo exige uma
abordagem multidisciplinar (Chen et al., 2012). Para o estudo da capacidade da RFi em
afetar a permeabilidade endotelial foram feitos experimentos em franswell cobertas por
monocamadas de células endoteliais. A Figura 13A mostra que tanto a RF quanto a RFi na
concentracdo de 150 uM ndo apresentam diferenca na permeabilidade das células
endoteliais quando comparadas com o controle, portanto nido afetam as proteinas de
interacdo célula-célula. Como controle positivo utilizou-se a 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 proteolitica sobre proteinas de adesdo
intercelulares, além de alterar a estabilidade das membranas ao quelar o ion calcio.
Portanto, a permeabilidade em presenca da tripsina aumentou em 40% quando comparada
com o controle. Contudo, quando foi estudada a associag¢do 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 préoximo do controle, assim a RFi favorece a adesao
célula-célula do endotélio exposto a acdo de endopepdases.

Além do estudo da permeabilidade foi avaliada a capacidade de formagdo de vaso
em presenca da RFi. Supde-se geralmente que tumores requerem um suprimento de sangue
para o crescimento e metastase. Além de apoiar o crescimento do tumor, a vascularizagdo

do tumor fornece a rota de entrada principal para as células do tumor na circulag¢do (Zetter,
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1998), e até 2 milhdes de células de tumor entrarem na circulagdo por centimetro cubico do
tumor primario (Evans et al., 2012). Dados mostram que a entrada de células tumorais no
sangue ¢ proporcional a metastase, portanto conclui-se que o tumor mais vascularizado leva
a metastase avancada (Evans er al.,, 2012; Zetter, 1998). O desenvolvimento do
compartimento de microcirculagdo do tumor inclui a produg¢do de novos vasos sanguineos
(neoangiogénese) ou a remodelacdo dos pré-existentes. Na verdade, o niimero de vasos e 0s
padrdes da microcirculagdo por eventos de remodelacdo sdo utilizados como marcadores
histolégicos da progressdo do tumor (Weidner, 1998) e quase todas as células endoteliais
tém a capacidade, in vitro, de participar da formacdo de conexdes idénticas as que sdo
formadas durante a formacdo de um vaso (Maniotis et al., 1999). Na figura 13B pode-se
observar que a presenca da RFi inibe a formacdo de vasos, at¢ mesmo na menor

concentracao testada, 10 uM de RFi.
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Figura 13: Influéncia da riboflavina e riboflavina irradiada na permeabilidade de
células endoteliais e da riboflavina irradiada na formacao de tubos. (A) A capacidade
de permeabilizagdo da camada de células endoteliais foi estudada usando a RF ¢ RFi na
presenga e auséncia de tripsina (20 nM). Os resultados representam as médias e desvios
padrio do experimento no tempo de 18h. (B) A capacidade de formacdo de vasos pelas
células 2H11 foi estudada na presenga e auséncia da RFi. Os resultados representam média
e desvio padrio de quatro experimentos independentes (ANOVA). Analise estatistica *
p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001
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5. CONCLUSOES

Os resultados apresentados forneceram evidéncias experimentais para apoiar que a
RFi ¢ uma agente eficiente e forte candidato para a quimioprote¢do e/ou tratamento da
progressdo do melanoma. Foram mostrados que este efeito ¢ mediado por inibicdo da
proliferagdo e do potencial metastatico.
De acordo com os resultados apresentados pode-se concluir:
A RFi apresentou efeito citotoxico em células de melanoma;
A proliferagdo das células de melanoma foi reduzida na presenca de RFi, bem como
a capacidade de formag@o de colonias, adesdo e migracdo;
v" A modula¢io da via hedgehog, MMPs ¢ proteinas quinases (p-mTor, PI3K ¢ p-Src)
pela RFi parece ser fundamental para a diminui¢ao da agressividade das células de
melanoma;

v' A formagdo de vasos € inibida na presenca de RFi.
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7. ANEXOS

7.1.  Anexo — Curriculum durante o doutorado

Estagio no exterior

Estagio no laboratério do Dr C. Arnold Spek, no AMC (Academisch Medisch Centrum),
Universiteit van Amsterdam, Holanda, no periodo de 04 de abril até 10 de setembro de

2011.

Participacdo no PED
Participag¢do no Programa de Estagio Docente (PED) na UNICAMP. Estagio realizado no
primeiro semestre letivo de 2010, no curso de Farmadcia, disciplina de Bioquimica sob a

supervisdo da Profa. Dra. Fernanda Gadelha.

Capitulo de livro
Justo, GZ; Shishido, M; Machado, D; Silva, RA; Ferreira, CV. Druggable Targets for Skin
Photoaging: Potential Application of Nanocosmetics and Nanomedicines News Approaches

for Skin Care. led., Springer, 2011, 197-227.

Artigos publicados

Ridolfi, DM; Marcato, PD; Justo, GZ; Machado, D; Durédn, N. Chitosan-solid lipid
nanoparticles as carriers for topical delivery of tretinoin. Colloids and Surface B
Biointerfaces, 93: 36-40, 2012.

Marcato, PD; Caverzan, J; Rossi-Bergmann, B, Pinto, EF; Machado, D; Silva, RA; Justo,
GZ; Ferreira, CV; Duran, N. Nanostrustures polymer and lipid carriers for sunscree:
Biological effects and skin permeation. Journal of Nanoscience and Nanotechnology,

11:1880-1886, 2011.
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Chaves Neto, AH; Machado, D; Yano, CL; Ferreira, CV. Antioxidant defense and
apoptotic effectors in ascorbic acid and beta glicerophosphate induced osteoblast
differentiation. Development, Growth & Differentiation, 53: 88-96, 2011.

Ridolfi, DM; Marcato, PD; Machado, D; Silva, RA; Justo, GZ; Duran, N. In vitro
cytotoxicity assays of solid lipid nanoparticles in epitelial and dermal cells. Journal of
Physics, Conference Serie, 304: 012032, 2011.

Chaves Neto, AH; Yano, CL; Paredes-Gamero, EJ; Machado, D; Justo, GZ;
Peppelenbosch, MP; Ferreira, CV. Riboflavin and photoproducts in MC3T3-El
differentiation. Toxicology in Vitro, 24: 1911-1919, 2010.

Trabalho em Congresso

Ridolfi, DM; Marcato, PD; Machado, D; Silva, RA; Justo, GZ; Duran, N. In vitro
citotoxicity assays of solid lipid nonoparticles in epithelial cells. NANOSAFE, 2010.

Silva, RA; Paredes-Gamero, EJ; Machado, D; Souza, ACS; Ferreira, CV; Nader, HB;
Justo, GZ. Disorganization of actin filaments in human epidermal keratinocytes during
oxidative stress. Meeting Brazilian Society for Cell Biology, 2010.

Ridolfi, DM; Marcato, PD; Machado, D; Silva, RA; Justo, GZ; Duran, N. Chitosan to
improve properties of solid lipid nanoparticles (SLN) in treatment of skin diseases. 7"
International Symposium on Natural Polymers and Composites, 2010.

Ridolfi, DM; Marcato, PD; Machado, D; Silva, RA; Justo, GZ; Duran, N. Solid lipid
nanoparticles (SLN) for dermal application of tretinoin: In vitro cytotoxicity and
phototoxicity. XXXIX Annual Meeting of SBBq, 2010.

Silva, RA; Paredes-Gamero, EJ; Machado, D; Souza ACS; Tersariol, ILS; Ferreira, CV;
Nader, HB; Justo, GZ. The Messenger of death: Ca*" increase contributes to apoptosis

induction in human keratinocytes. XXXIX Annual Meeting of SBBq, 2010.
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Ridolfi, DM; Marcato, PD; Machado, D; Duran, N. Nanoparticulas lipicas solidas (NLS)
para encapsulagdo de tretinoina em aplicagdes dérmicas. I Simpdsio em Nanociéncias e
Materiais Avangados, 2010.

Silva, RA; Machado, D; Souza, ACS; Shishido, SM; Ferreira, CV; Paredes-Gamero, EJ;
Justo, GZ. Hyperosmotic and oxidative stress induce intracelular Ca?" dependent apoptosis
through the catepsin B and caspase 3 mediated pathways in skin epidermal human cell line.
0OzBio, 2010.

Teixeira, Z; Machado, D; Silva, RA; Justo, GZ; Ferreira, CV; Guterres, SS; Duran, N.
Estudos de citotoxicidade e fotoirritacdo de nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdes de
palmitato de retinila.V Reunido Regional da Federacdo de Sociedades de Biologia
Experimental — FESBE, 2010.

Machado, D; Silva, RA; Souza, ACS; Justo, GZ; Aoyama, H; Ferreira, CV; Shishido, SM.
Mechanism of riboflavina phototoxicity based on inflammation, senescence and apoptosis
markes: Potential application on photodynamic therapy. XXXVIII Annual Meeting of
SBBq, 2009.

Premiacio

SBBq Award com o trabalho Mechanism of riboflavina phototoxicity based on
inflammation, senescence and apoptosis markes: Potential application on photodynamic
therapy, SBBq

Meng¢@o Honrosa com o trabalho Disorganization of actin filaments in human epidermal

keratinocytes during oxidative stress, Brazilian Society for Cell Biology.

Participacio em organizaciao de evento

Participagdo na organizacdo do 1° Workshop da Biologia Funcional e Molecular do
Instituto de Biologia — UNICAMP, no periodo de 30 de junho a 01 de julho de 2011, no
Espaco Cultural Casa do Lago, UNICAMP.
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Participacido em banca examinadora de Tese de Conclusiao de Curso (TCC)
Participagdo em banca de TCC de Camila Kopezky Possari com o titulo “Alimentos
vendidos por ambulantes no Brasil: Contamina¢do por microorganismo” para conclusio no
curso de Ciéncias Bioldgicas- Bacharelado, pela Pontificia Universidade Catolica de
Campinas, 2009.

Participag¢@o em banca de TCC de Barbara Bruna Causs Fracaroli com o titulo “Hepatite C:
Carasteristicas gerais e epidemioldgicas no Brasil” para conclusdo no curso de Ciéncias

Biologicas- Bacharelado, pela Pontificia Universidade Catolica de Campinas, 2009.

Supervisio concluida de TCC
Orientacdo das alunas Jucilene Aparecida Martins ¢ Juliana Aparecida Silva para a defesa
de TCC com o titulo “Morte celular por apoptose em células tumorais™ para aquisi¢do do

titulo do curso de Ciéncias Biologicas, pela Universidade Paulista, 2009.
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Irradiated riboflavin diminishes the aggressiveness of melanoma cells.
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