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Resumo

As células tumorais sobrevivem em um microambiente extremamente agressivo para
as células normais, composto por um meio extracelular &cido e citoplasma alcalino,
condi¢ao finamente regulada, onde as V-ATPases figuram como um dos principais
sistemas indutor e mantenedor de tal ambiente. Este ambiente favorece os eventos
de invasdo e migracdo, passos necessérios a formagdo de metastase. Estagio
responsavel pela maioria das mortes provocadas por tumores soélidos. Por tanto,
torna-se relevante o entendimento dos mecanismos de indugdo do processo
metastatico. O presente trabalho avaliou o papel das V-ATPases nos processos de
adeséao, invaséo e migracao nas linhagens de melanoma B16-F0 e B16-F10. Foram
realizados ensaios de proliferacdo utlizando MTT como indicador, ensaios de
migragao baseados em ferimento em monocamada e sistema transwell e ensaios de
invasdo também utilizando o sistema transwell. Os resultados revelaram que a
linhagem B16-F10 é significativamente mais proliferativa que B16-F0. Os inibidores
de V-ATPase concanamicina 5-10nM e o monoterpeno mirtenal 5-15uM n&o
afetaram de forma significativa a adesdo das células ao substrato, porém,
mostraram-se muito eficientes na inibicdo da migragdo celular nos experimentos de
ferimento em monocamada e transwell. Os ensaios de invasdo mostraram que a
linhagem B16-10 é significativamente mais invasiva do que B16-FO e que a
concanamicina inibiu de forma eficaz a invasédo de B16-F10 e totalmente a invaséo
de B16-FO. Ja o monoterpeno mirtenal inibiu 100% da invasdo em ambas as
linhagens. Assim, a linhagem B16-F10 mostrou ter maior capacidade de migragéo e
invasdo do que a linhagem B1-6F0 e o inibidor de V-ATPase concanamicina € o
monoterpeno mirtenal mostraram-se muito eficientes na inibicAo da migracdo e
invasao celular das linhagens utilizadas sem afetar a viabilidade das mesmas em

experimentos in vitro.

Palavras-chave: V-ATPase, células tumorais, motilidade, inibidores de V-ATPase.



Abstract

The tumor cells surviving in an extremely aggressive microenvironment to normal
cells, consisting of an extracellular acid and alkaline cytoplasm, finely regulated
condition where the V-ATPase appear as a major inducer systems and maintainer of
such an environment. This environment favors the events of invasion and migration
steps required for metastasis formation. Stage responsible for most deaths from solid
tumors. Therefore, it is relevant to the understanding of the mechanisms of induction
of the metastatic process. This study evaluated the role of V-ATPases in the
processes of adhesion, invasion and migration in melanoma lines B16-FO and B16-
F10. Proliferation assays were conducted using as an indicator MTT, migration tests
based monolayer wound and transwell system and invasion assays also using the
transwell system. The results revealed that B16-F10 cell line is significantly more
proliferative B16-FO. The V-ATPase inhibitors concanamicina 5-10nM and
monoterpene mirtenal 5-15uM did not significantly affect cell adhesion to the
substrate, however, proved to be very efficient in inhibiting cell migration in wound
monolayer experiments and transwell. The invasion assays showed that B16-10 cell
line is significantly more invasive than B16-FO and the concanamicina effectively
inhibited the invasion of B16-F10 and totally the invasion of B16-FO. Already mirtenal
monoterpene inhibited 100% of invasion in both cell lines. Thus, the B16-F10 cell line
showed the highest migration capability and invasion than the line B16-FO and V-
ATPase inhibitor concanamicina and monoterpene mirtenal proved very effective in
inhibiting the migration and cell invasion of the lines cell used, without affecting the

viability the same in vitro experiments.

Keywords: V-ATPase, tumor cell, motility, inhibitor of V-ATPase
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1. Introducgéo

As células tumorais normalmente sobrevivem em um microambiente hipoxico
com o pH extracelular menor que o das células normais circundantes (Raghunand et
al., 1999). Estas condigbes ndo sdo permissivas para o crescimento celular em
tecidos sadios e estdo associados com a indugao da apoptose (Gottlieb et al., 1995).
Para a sobrevivéncia e manutencdo do pH citosolico alcalino, as células tumorais
exibem uma ativacdo especifica dos mecanismos de extrusdo de protons,
principalmente de quatro sistemas transportadores: o trocador Na'/ H*, o
transportador bicarbonato HCOg3 °, co-transportadores préton-lactato e bombas de
protons (Gillies e Martinez-Zaguilan, 1991; Roos e Boron, 1981). Entre as
especializacdes destes sistemas vem sendo demonstrado na carcinogénese o papel
determinante da superexpressdo de H'-ATPases vacuolares (pm V-ATPase) na

membrana plasmatica de algumas células tumorais (Martinez-Zaguilan et al., 1999).

As H'-ATPases vacuolares ou V-ATPases sdo uma familia de bombas de
protons dependentes de ATP responsaveis pela acidificagdo de uma variedade de
compartimentos intracelulares em células eucariéticas, incluindo vesiculas revestidas
por clatrina, endossomos, lisossomos, aparato de Golgi, vesiculas secretérias e
vacudlos centrais de plantas e eucariotos inferiores (Stevens e Forgac, 1997; Kane
e Stevens,1992; Bowman, et al.,1992; Anraku et al., 1992; Sze et al.,1992; Kibak
et al., 1992). Sdo complexos oligoméricos compostos por multisubunidades
totalizando até 830 KDa e dividindo-se em dois dominios funcionais, o dominio V;
envolvido com a hidrélise de ATP e o dominio Vo com a translocagéo de prétons. A
V-ATPase requer energia proveniente da hidrélise de ATP para bombear prétons
atravées das membranas celulares. Isto cria um gradiente de pH através da
membrana, que resulta em condi¢des 4cidas dentro do compartimento intracelular e
contribui para a manutengcdo de um pH relativamente neutro no citoplasma

(Sennoune et al., 2004a).

Estas bombas estdo envolvidas com a endocitose mediada por receptor, trafego
intracelular de membrana, processamento e degradacado de proteinas, transporte de
pequenas moléculas e ions e manutengdo do pH intracelular. Apesar de

energizarem geralmente as endomembranas nos mais diversos tipos de células
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eucaritticas, também podem estar presentes nas membranas plasmaticas de
algumas células especializadas de mamiferos, onde estas enzimas também
desempenham importantes fungdes, tais como sua atuagdo nos processos de
reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos (Li et al.,1999), secrecdo pelas células
intercaladas dos rins (Wagner et al., 2004), homeostase do pH em macrafagos e
neutréfilos (Nanda et al.,1996), angiogénese pelas células endoteliais (Rojas et al.,
2006) e maturagdo e armazenamento dos espermatozoides no trato reprodutivo
masculino. Nas células caliciformes dos insetos, criam um potencial de membrana
positivo que dirige a secrecdo de K" através de um antiporte eletrogénico (Pastor-
Soler et al., 2003). Tem sido hipotetizado que na célula tumoral a V-ATPase seja a
principal responsavel pelo microambiente extracelular acido que favoreceria a

migracao, invasao e metastase.

A habilidade da célula tumoral de migrar de um sitio primario para um sitio
distante esta associada com a resisténcia do tumor a terapia. Do ponto de vista das
funcdes bioldgicas (desenvolvimento embrionario, organogénese e homeostase) a
migracdo celular apresenta papel crucial. Porém, a desregulacdo deste processo
também esta envolvida na progresséo do cancer (angiogénese tumoral e metéstase)
(Lecomte et al., 2011). A formag&o de metastase é responsavel por 90% das mortes
causadas por tumores sdlidos (Gupta e Massague, 2006). Como a migragao celular
representa um dos passos da cascata metastatica, inibir esta etapa pode ser uma
estratégia para retardar ou até mesmo impedir a formacdo de metastase, o que
representaria um grande avango no tratamento do cancer (Luo e Guan, 2009; Liu et
al., 2009).

Sendo assim, as V-ATPases tornam-se alvos potenciais para o desenvolvimento
de novas terapias, uma vez que esta bomba é superexpressa ha membrana
plasmética de alguns tumores. Alguns estudos ja mostraram que o uso dos
inibidores especificos da V-ATPase, bafilomicina e concanamicina, reduzem as
taxas de migracdo de linhagens de céncer de mama e de células endoteliais
microvasculares as quais compartilham um microambiente extracelular semelhante

com as células tumorais (Sennoune et al., 2004b; Rojas et al., 2006).

Embora o cancer de pele seja o mais freqiente no Brasil e corresponda a 25%

de todos os tumores malignos registrado no pais, o0 melanoma representa apenas
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4% das neoplasias malignas do 6rgdo. Apesar disso, segundo dados do INCA, o
melanoma é um tipo de cancer que apesar da baixa incidéncia, apresenta alta
letalidade devido a sua alta capacidade metastatica, assim o entendimento dos

processos que permeiam este evento se torna de suma importancia.

Desta forma, sabendo-se do envolvimento das V-ATPases no processo de
invasdo e migracao, passos essenciais para formacédo de metastase, este trabalho
visa tragar um perfil de proliferagéo, adeséo, invaséo, e migracao das linhagens de
melanoma murino B16-FO (menos metastatica) e B16F-10 (mais metastatica),

abordando a contribuigéo dos inibidores de V-ATPases para tais processos.
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2. Revisao de literatura

2.1. V-ATPases

As V-ATPases sao enzimas da classe de bombas de prétons, encontradas
inicialmente nas membranas de vesiculas acidas, onde passaram a ser
universalmente reconhecidas como a principal bomba eletrogénica das membranas
vacuolares (Nelson, 2003) e outras endomembranas. Nos Ultimos anos estas véem
sendo descritas nas membranas celulares de varios organismos. Estas enzimas
participam do controle homeostatico, manutengdo de um pH citoplasmatico
adequado e acidificagdo do interior de muitas organelas das células eucaribticas
(Sennoune et al., 2004 b). Para tanto, a V-ATPase mobiliza a energia proveniente da
hidrélise de ATP para bombear prétons através das membranas intracelulares. Isto
cria um gradiente de pH através da membrana, que resulta em condi¢cdes é&cidas
dentro dos compartimentos intracelulares e pH relativamente neutro no citoplasma
(Sennoune et al., 2004a). Porém, quando superexpressas na membrana plasmatica

provocam acidificacdo do meio extracelular.

Estruturalmente e evolutivamente as V-ATPases estdo relacionadas com as F-
ATPases (ou ATP sintases) de mitocéndrias, cloroplastos e bactérias (Fillingame et
al., 2000). Ambas s@o complexos protéicos compostos por multisubunidades,
constituidos de setores cataliticos e de membrana. Tanto F- quanto V-ATPases s&o
compostas de setores cataliticos, F1 ou Vi, e setores de membrana, Fo ou Vo,
respectivamente. Apesar de todas as similaridades estruturais sugerirem que a V-
ATPase e F-ATPase (Figura 1) usam o mesmo mecanismo basico para hidrélise de
ATP, translocacdo de protons e acoplamento de energia, elas diferem em muitos
aspectos importantes, particularmente em suas func¢des e regulagéo (Sennoune et
al., 2000). Enquanto as V-ATPases funcionam, fisiologicamente, hidrolisando ATP e
bombeando H*, contra um gradiente de concentracdo em vesiculas e organelas
acidas e na membrana plasmética de células especializadas; as F-ATPases

(também chamadas ATP-sintases) sintetizam ATP ao dissipar gradientes de H* pré-
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estabelecidos em membranas mitocondriais de células eucariéticas ou na membrana

plasmatica de bactérias (Garrido, 2007).

A holoenzima V-ATPase composta por dois dominios funcionais pesa
aproximadamente 830 KDa. O dominio Vi € um complexo periférico de 570 KDa,
composto de oito subunidades (subunidades A-H) cujos pesos moleculares variam
de 13-70 KDa, envolvido na hidrélise de ATP. O dominio Vo € um dominio integral de
membrana pesando aproximadamente 260 KDa, composto de cinco subunidades (a,
c, ¢, ¢”, d) cujos pesos moleculares variam de 17-100 KDa, que proporcionam a
translocacao dos prétons (Figura 2; Paroutis, Touret e Grinstein, 2004).

F-ATPase V-ATFase

1l
RASRAL)
o ]

Extracelular

Figura 1- Comparacgdo estrutural entre e F e V-ATPase. Localizagdo das diferentes

subunidades em cada enzima. Adaptado, Nishi e Forgac, 2002.
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Citazol

el

Sitio de ligacdo para bafilomicina e concanamicina

Figura 2- Modelo estrutural da V-ATPase. O modelo mostra as multiplas subunidades

e os dominios V, e V; (Adaptada de Paroutis, Touret e Grinstein, 2004).

2.2. Funcdes das V-ATPases especificas na fisiologia das células animais

As V-ATPases presentes nos compartimentos intracelulares sé&o importantes
para processos celulares normais como: endocitose mediada por receptor, trafego
intracelular de membrana, processamento e degradacdo de proteinas e transporte
de pequenas moléculas e ions. (Wang et al., 2007; De Milito et al., 2007).

As V-ATPases desempenham um papel essencial na endocitose mediada por
receptor por fornecer um pH endossomal 4cido necessario para ativar a liberacao
de ligantes internalizados de seus receptores (Forgac, 2007). Estdo também
implicadas em outros passos no processo endocitico como na formacdo de
vesiculas carreadoras endossomais. O brotamento destas vesiculas dos
endossomos iniciais e a entrega dos ligantes aos endossomos tardios séo facilitados
pelo pH é&cido luminal gerado pelas V-ATPases (Hinton et al., 2009a). Dentro de
lisossomos e outras organelas digestivas as V-ATPases fornecem o pH luminal
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acido necessério para a atividade de hidrolases responséaveis pela degradagéo de

proteinas e outras macromoléculas (Forgac, 2007).

A func@o mais intrigante das V-ATPases para o trafego intracelular de membrana
ndo envolve acidificacdo e sim participagdo fisica do dominio Vo no processo de
fusdo. Foi visto que as membranas doadoras e aceptoras precisam se unir atraves
de interacbes de proteinas SNARE cognatas localizadas em cada membrana. O
pareamento trans-SNAREs facilita a justaposicdo do dominio Vo, em membranas
adjacentes, as quais juntas com outras proteinas de fusdo no complexo catalizam
diretamente a fus@o através de uma mistura de subunidades proteolipidicas do
dominio V, (Peters et al., 2001) modelo proposto para leveduras, mas que também

se aplica a liberacado de insulina pelas células pancreéticas (Sun-Wada et al., 2006).

Em vesiculas secretdrias, como as vesiculas sinapticas e granulos de cromafin,
as V-ATPases fornecem a forga motora para o transporte acoplado de pequenas
moléculas empregando seu potencial de membrana ou o gradiente de pH gerado
(Moriyama e Yahara, 1999). Uma funcgéo similar foi observada nos vacuolos de
leveduras, onde, por exemplo, o influxo de Ca?" esta associado ao efluxo de prétons
(Anraku et al., 1992).

Na membrana plasmatica das ceélulas de mamiferos, estas bombas
desempenham importantes fungdes: facilitam a reabsorgcéo 6ssea pelos osteoclastos
(Li et al.,1999), secrecdo pelas células intercaladas dos rins (Wagner et al., 2004),
homeostase do pH em macréfagos e neutréfilos (Nanda et al.,1996), angiogénese
pelas células endoteliais (Rojas et al., 2006) e maturacdo e armazenamento dos
espermatozdides no trato reprodutivo masculino. Nas células caliciformes dos
insetos, criam um potencial de membrana positivo que dirige a secre¢cdo de K+

através de um contra-transporte eletrogénico (Pastor-Soler et al., 2003) (Figura 3).

Estudos realizados por Skinner e Wildeman (1999) provaram que a subunidade c
de 16 KDa da V-ATPase se liga ao dominio transmembrana da integrina 1 em
mioblastos de rato, e que a superexpressao ou expressao desta subunidade sem a
quarta das suas 4 hélices alterou a morfologia de fibroblastos e mioblastos,
sugerindo que a interagédo de 16 kDa com a [; seja importante para o controle do
crescimento celular. Esta mesma subunidade também forma um complexo com a

oncoproteina E5 das papilomaviroses, as quais auxiliam E5 a ativar o receptor
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PDGF-B (receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas) envolvido com o
crescimento e diviséo celular (Andresson et al., 1995).

Células intercaladas dos Osteoclasto Macréfago Célula tumoral Célula caliciforme de
rins inseto

H*

Tecido
0Osso

Figura 3- Fungéo das V-ATPases na membrana plasmatica. Adaptado, Nishi e Forgac,
2002.

2.3. V-ATPases no cancer

As V-ATPases desempenham um importante papel no controle do pH intra e
extracelular, estando envolvidas com a manutengdo de um pH intracelular
relativamente neutro, um pH luminal e extracelular 4cido através do bombeamento
de prétons para o meio extracelular e interior de organelas &cidas (Nishi e Forgac,
2002). As V-ATPases sdo superexpressas em muitos tipos de cancer metastatico e
isto esta correlacionado positivamente com sua invasdo e metdstase (Sennoune et
al., 2004b; Sennoune et al., 2004a). Em tecidos cancerosos a extrusdo de prétons
via V-ATPase causa acidificacdo extracelular e contribui para a manutencédo de um

gradiente de pH entre o citosol alcalino e meio extracelular acido.

Quando se comparam células tumorais altamente metastaticas com células

tumorais menos metastaticas, observa-se que as primeiras exibem uma densidade
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maior de pmV-ATPase (Figura 4). Isto pode ocorrer devido a um aumento da
reciclagem de vesiculas ou expressao diferenciada de subunidades especificas da
V-ATPase que as direcione para a membrana plasmatica. A alta densidade de pmV-
ATPase em um dos pélos das células migratorias e invasivas sugere um duplo papel
para esta bomba: alcalinizacdo do pH citosélico em um dos pélos e aumento da
acidez extracelular favorecendo assim a atividade das proteases e degradacéo da
matriz extracelular (Sennoune e Martinez-Zaguilan, 2007).

Acidic
compartments

Célula pouco invasiva Célula altamente invasiva

Figura 4- V-ATPases em células pouco e altamente invasivas. A aquisicdo do fenétipo
invasivo requer a mobilizacdo das V-ATPases de compartimentos acidos para a

membrana plasmatica. Adaptado de Sennoune e Martinez-Zaguilan, 2007.

Hinto e colaboradores (2009 b) comprovaram o papel das V-ATPases na
invasividade de células de cancer de mama MDA-MB231. Usando RNA de
interferéncia contra as isoformas a4 e a3 da subunidade a, sabidamente responsavel
pelo direcionamento das V-ATPases para as membranas plasmaticas, foi visto uma
reducao significativa na expresséo da pm-V-ATPase (32% e 18%, respectivamente)
e também na invasdo celular. A invasdo celular estimulada pelas V-ATPases
contendo a isoforma a4 se daria pela promo¢do da acidificacdo do ambiente
extracelular, provocando a ativacdo de proteases secretadas como as catepsinas e
MMPs.

Y

Estas bombas também estdo relacionadas a resisténcia a multiplas drogas
(MDR). Células com fenétipo MDR contem mais organelas acidas que as células

sensiveis a drogas sugerindo que as organelas &cidas estejam relacionadas a
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resisténcia. Foi visto que drogas antitumorais se acumulam nestas vesiculas e sdo
removidas via exocitose, dificultando o tratamento da doenga (Willingham et al.,
1986).

2.4. Inibidores de V-ATPases

Os inibidores de V-ATPases mais estudados e usados sdo os antibiéticos
macrolideos com 18 anéis de lactona, chamados de bafilomocina e concanamicina.
(Figura 5). Eles foram isolados de espécies de Streptomyces e no inicio acreditava-

se serem inibidores de ATPases do tipo P (Bowman et al.,1988).

OCHy CHy CHj

H4C

H4C

H
CHg CHy; CHy OCH; CH4

Bafilomicina A;

HiN_ O 2"
Y OCHg CHy CHg
o 0 OH
e TeT g SR
HiC O OH
H
HaC™ e i CHg
H CHy CHy QCHg CHy

Concanamicina A

Figura 5- Estrutura quimica da bafilomicina Al e concanamicina A. Adaptado de

Bowman e Bowman (2002).

Estudos iniciais mostraram que o sitio de ligacdo para a bafilomicina A;, poderia

residir na subunidade a da V-ATPase (Zhang et al., 1994). Estudos posteriores,
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contudo indicaram a subunidade ¢ como sendo parte chave do sitio de ligacdo para
a bafilomocina A;(Bowman e Bowman, 2002) e concanamicina A, (Huss et al., 2002)
(Figura 2). O mecanismo de agéo das drogas consiste na inibicdo da translocagao
de prétons pela inibicdo da rotagdo do multimero ATP6VOC, o que causa acidose

intracitoplasmatica (Bowman et al., 2004).

Quando usados em baixas concentragdes, bafilomicina e concanamicina séo
altamente especificos para as V-ATPases. Segundo Teodoro (2004), a
concanamicina é mais efetiva que a bafilomicina A; com concentragfes para inibic&o

das V-ATPases em torno de 1/10 da concentracdo da bafilomicina A;.

A habilidade destas drogas em inibir a acidificagéo intracelular de organelas
acidas as torna aptas a desenvolver uma ampla gama de atividades biol6gicas como
antiviral, anticancer e imunossupressora (Guinea e Carrasco,1994 ; Kataoka et al.,
1996; Altan et al., 1998).

Por causa da sua alta eficacia e especificidade in vivo, estes inibidores sao
fortes candidatos ao desenvolvimento de novas drogas terapéuticas (Keeling et al.,
1997; Nelson, 1991), atraindo principalmente atencdo como agente terapéutico

contra o cancer (Yoshimoto et al., 2002).

Atualmente tém surgido novos inibidores de V-ATPase, entre eles podem-se
citar: FR167356, considerado o primeiro inibidor de V-ATPase que pode discriminar
entre as V-ATPases de membrana plasmatica dos osteoclastos e as V-ATPases
lisossomais, destacando-se por ser o primeiro componente a distinguir entre V-

ATPases em nivel celular (Niikura et al., 2004).

Outro inibidor de V-ATPase que vem sendo estudado é a difilina (Figura 6). Esta
droga pode inibir o crescimento e invasédo celular e induzir a apoptose em cancer
géastrico humano usando a via de sinalizacdo Wnt/ B catenina como mecanismo
(Shen et al., 2011). Outras moléculas e drogas que inibem as V-ATPases também
vem sendo descritos como: NiK12192 (Petrangolini et al., 2006; Bowman et al.,1998;
Melikova et al., 2002), FR20126 (Nikura, 2002) e PPl SB242784 (Hesselink et al.,
2008).
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Figura 6- Estrtutura quimica da difilina. Sorensen et al., 2007.

Alguns componentes de 6leos essenciais como o citral e a-pineno vém sendo
descritos como inibidores de V-ATPase (Freitas, 2007). O citral € o componente
majoritario do 6leo essencial de Cymbopogom citratus, conhecida popularmente
como capim-lim&o, capim cidreira e corresponde a um monoterpendide (Dudai et al.,
2005). O a-pineno é um dos componentes do 6leo essencial de Lavandula dentate,
conhecida popularmente como lavanda e é classificado como um terpeno ciclico.
Outro componente do Oleo essencial de Lavandula dentata que também mostrou ter
poder de inibir a atividade das V-ATPases é o mirtenal (Martins, 2011), que
caracteriza-se também por ser um composto ciclico. De acordo com Sikkema e
colaboradores, os terpenos sdo hidrocarbonetos consistindo de multiplas unidades
de isopreno, que podem ser ciclicos ou aciclicos. Estas moléculas de
hidrocarbonetos lipofilicos podem se acumular na bicamada lipidica, promovendo
uma distor¢cdo na interacdo lipideo-proteina, ou, ainda, alternativamente, podem
ocorrer interacdes diretas entre os hidrocarbonetos lipofilicos com sitios hidrofébicos
da proteina (Sikkema et al.,1995).

Na literatura existem poucos relatos do uso do mirtenal, contudo Imelouane e
colaboradores (2010) extrairam e testaram 0s principais componentes do 0leo
essencial extraido de Lavandula dentata, entres os quais estd o mirtenal, e
observaram que células de glioma maligno humano, U373 MG, sdo sensiveis aos
efeitos citotoxicos desse extrato, enquanto linhagens de tumor de mama como

MCF7, sdo menos sensiveis.
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A importancia do uso de inibidores especificos de V-ATPases consiste no fato
de que a reversao do gradiente de pH (pH extracelular alcalino e o pH intracelular
acido) provocada pelos inibidores, sensibiliza as células tumorais ao tratamento
quimiotergpico. O pH intracelular acido fruto da reversdo do gradiente de pH, cria
condicdo adequada para ativagdo destes inibidores. A inibicdo da atividade das
bombas de prétons faz com que as células tumorais percam o controle sobre a
regulacdo do pH, o que acaba provocando a morte destas células (Luciani et al.,
2004; De Milito et al., 2007).

2.5. Invasao

Segundo Fridl e Wolf. (2003) invaséo pode ser definida como a penetragcéo
das barreiras teciduais e estroma intersticial pelas células. E um passo que requer
adeséo, degradagdo dos componentes da matriz extracelular (ECM) e migragéo.
Ocorre durante a morfogénese das células normais e reparo de feridas e também na

migracdo de células malignas.

Um evento critico da invasdo tumoral que sinaliza o inicio da cascata
metastatica € a interagdo da célula tumoral com a membrana basal. H4 no minimo
trés passos criticos envolvidos no processo de metdstase. O primeiro passo €
adesdo da célula a matriz extracelular, mediada através de moléculas de adeséo
como as caderinas e integrinas. O segundo é a degradacdo dos componentes da
matriz extracelular (ECM) envolvendo principalmente as metaloproteases MMPs. A
fase final é a migragéo celular através da matriz alterada proteoliticamente (Pasco et
al., 2005).

As membranas basais sao matrizes extracelulares finas e amorfas
especializadas que desempenham importantes papéis em varios eventos biolégicos,
incluindo desenvolvimento embrionario, manutencdo da arquitetura do tecido,

remodelamento tecidual durante o desenvolvimento, filtracdo de macromoléculas,
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reparo de feridas e invasdo tumoral. S&0 compostas por no minimo colageno 1V,
lamininas, nidogen, proteoglicana heparan sulfato e outras glicoproteinas, colagenos
XV, XVIII, XIX, fibulina e distroglicana (Timpl, 1989; Olsen et al., 1973) citado por
Pasco et al., 2005.

As metaloproteases (MMPs) desempenham um papel fundamental no
processo de invasdo. Elas sdo uma familia multigene de endopeptidases
dependentes de zinco produzidas por muitos tipos celulares, e que degradam
diferentes componentes da ECM. Estédo envolvidas tanto em processos fisioldégicos

quanto patolégicos (Curran e Murray, 2000).

H& evidéncias de que haja uma interacdo entre as MMPs e moléculas de
adesdo como as integrinas, por exemplo. Estas, sdo uma grande familia de
glicoproteinas transmembranas compostas de subunidades a e B ligadas néo
covalentemente. S&o receptores multifuncionais que ndo medeiam somente a
ancoragem celular a ECM e motilidade celular, mas também estariam envolvidas
com a modulagdo da expressdo de genes e apoptose (Hynes, 2002). Brooks e
colaboradores (1996), demonstraram que as MMP-2 ativas proteoliticamente ligam-
se diretamente as integrinas a,3; via dominio C-terminal tipo hemopexin (PEX) da
enzima, facilitando assim a degradagdo da matriz e invasao celular (Brooks et al.,
1996).

O papel das metaloproteases vai além de induzir invasdo tumoral e metastase
atraveés da destruicdo de barreiras protéicas, as MMPs também contribuem para os
estagios iniciais do desenvolvimento do tumor através da alteracdo da sinalizacao
celular, liberacdo de fatores de crescimento e liberacdo de proteinas com novas

fungdes (Villano et al., 2006).

2.6. Migragéao Celular

A migragdo de células tumorais metastaticas de um sitio primario para um

sitio distante é de dificil diagnostico e caracteristica de muitos canceres. Esta
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habilidade também estéd associada com a resisténcia a terapia. A migracao celular é
claramente relevante do ponto de vista das fun¢des bioldgicas (desenvolvimento
embriondrio, organogénese e homeostase). Infelizmente a desregulagdo deste
processo também estd envolvida na progressdo do cancer (angiogénese tumoral e
metastase) (Lecomte et al., 2011). A metéstase representa um problema de salde,
pois permanece sendo a causa de 90% das mortes provocadas por tumores solidos
(Gupta e Massagué, 2006). Este evento estd associado com a habilidade de
migracdo da célula, assim inibindo a migracdo pode-se diminuir e até mesmo anular
a metastase (Luo e Guan, 2009; Liu et al., 2009).

A habilidade da célula tumoral em sofrer migracdo e invas@o permite-lhe mudar
de posicdo dentro dos tecidos. Por exemplo, este processo permite a célula
neoplasica entrar nos vasos linfaticos e sanguineos para disseminagédo dentro da
circulagdo e crescimento metastatico em o6rgdos distantes do tumor primario
(Chambers et al., 2002). Para se espalhar dentro dos tecidos, as células tumorais
usam mecanismos de migragdo que sdo similares, se ndo idénticos aqueles que
ocorrem nas células normais, nao neoplasicas durante processos fisiolégicos como
morfogénese embrionéria, fechamento de feridas e trafego de células imunes. Estes
mecanismos incluem alteragbes na morfologia, possibilitando interagdo com as
estruturas teciduais circundantes. A migragéo celular através dos tecidos é resultado

de um ciclo continuo de passos interdependentes (Friedl e Brécker, 2000).

Mudancas no pH citosdlico sdo criticas para o estabelecimento da polaridade
celular necessaria para o movimento. Um passo critico na motilidade e migracdo € a
polimerizagdo assimétrica da actina em um dos poélos da célula. O aumento no pH
citosolico, provocado em grande parte pela superexpressdo de pmV-ATPases
promove o recrutamento de cofilina e remodelamento dinamico da actina em um das
margens da célula migratéria (Bernstein et al., 2000). Assim as flutuacdes de pH
necesséarias para a montagem e desmontagem dos microtdbulos/microfilamentos
permitirAo a protusdo em uma das margens e a retragdo na margem oposta pela
mudanca na rigidez da estrutura do citoesqueleto (Figura 7). Neste contexto, Rojas e
colaboradores (2004, 2006) e Sennoune e colaboradores (2004b), mostraram que as

pmV-ATPases co-localizam com a actina em um dos pélos da célula.
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Os microtubulos e microfilamentos regulam o transporte de moléculas
provenientes de vesiculas derivadas do aparato de Golgi (Schmoranzer e Simon,
2003). Segundo Sennoune e Martinez-Zaguilan (2007), a atividade da V-ATPase
pode regular proteinas do citoesqueleto necessarias para 0 movimento dos
endossomos e lisossomos para a membrana plasmatica, o que poderia contribuir
ndo somente para um aumento da area de superficie necessaria para a migracao,

mas também a insercdo da prépria V-ATPase na membrana plasmatica.

Protracdo

Retracdo

pH Acido  Alcalino

Figura 7- Superexpressdo das pmV-ATPases. Mecanismo proposto pelo qual a
superexpressao das pmV-ATPases em um dos pélos da célula modula

migracéo/ invaséo. Adaptado de Sennoune e Martinez-Zaguilan, 2007.

Observacgdes in vitro e in vivo mostraram que as células tumorais se infiltram
nos tecidos vizinhos em diversos padrdes. Elas podem se disseminar como células
individuais, chamado de ‘migracéo celular individual’, ou se expandir como corddes,

folhas, agrupamentos chamado de ‘migracéo celular coletiva’ (Friedl e Wolf, 2003).

As células que se movem individualmente se originam de estroma intersticial
e medula Ossea. Entretanto, células que s&o originarias de compartimentos
multicelulares, como epitélio, perdem seus contatos, se desprendem e migram como

células individuais através do tecido conectivo (Thiery., 2002). Este tipo de migracéo
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apresenta algumas variantes baseado no tipo celular, envolvimento de integrinas,
estrutura do citoesqueleto e produgéo de proteases. Estas variantes incluem os tipos

mesenquimal, amebdide e cadeia de células (Friedl e Wolf., 2003).

A migragdo mesenquimal representa um mecanismo eficiente de
disseminacdo e metastase da célula tumoral (Tester et al., 2000). As células que
sofrem este tipo de migragdo apresentam uma morfologia semelhante a um
fibroblasto e sdo dependentes de uma dindmica de adesdo mediada pelas integrinas
e da presenca de altas forgas de tragdo nos pélos da célula (Ballestrem et al., 2001;
Cukierman et al., 2001). Apresentam velocidades de migracao relativamente baixas
e parte da invasividade do fen6tipo mesenquimal pode ser atribuida & presenca de
contatos focais e contratibilidade mediada pela actomiosina, as quais sé&o
controladas pelas vias de sinalizagdo RHO e ROCK, ou MLCK (Yoshioka et
al.,1999).

O modelo de migracdo amebdide foi baseado na observacdo da
movimentacéo da ameba, Dictyostelium discoideum. Este organismo se movimenta
via ciclos alternados de expansbes morfoldgicas e contracdo, muito deforméaveis
cuja ligacé@o ao substrato € de baixa afinidade e independente de integrinas (Yumura
et al., 1984; Devreotes e Zigmond, 1988 e Fey et al., 2002) A célula tumoral que
sofre migracdo do tipo amebodide tem baixo grau de adesividade para colageno
(comparada a mesenquimal) devido aos baixos niveis de expressao de integrina 31
e B3 (Rintoul e Sethi, 2002; Falcioni et al., 1994; Jaspars et al., 1996 e Kraus et al.,
2002). A disseminagdo amebdide permite as células cancerigenas se desprenderem
de um tumor primario pequeno e sofrerem metastase. Ocorre principalmente em
linfomas e carcinomas de pulmé&o de pequenas células (Rintoul e Sethi, 2002).

A migracdo em cadeia ocorre em células ndo neoplésicas da crista neural
(Jacques et al., 1998) mioblastos (El Fahime et al., 2000) e melanomas. A cadeia de
células tumorais simples se alinha entre as fibras do estroma e enquanto elas se
movem formam contatos célula-célula e os mecanismos de comunica¢do podem ser
preservados. Este arranjo representa um mecanismo de penetragédo particularmente
efetivo que confere alta capacidade metastatica e pobre diagnostico (Page e
Sakamoto 1987; Seftor et al., 2002).
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A migragao celular coletiva pode ser determinada por trés passos. Primeiro,
as células permanecem fisicamente e funcionalmente conectadas (Carmona-
Fontaine et al., 2008) de tal forma que a integridade das juncdes célula-célula é
preservada durante o movimento. Segundo, h4 uma polarizacdo da actina do
citoesqueleto que gera forca de tragdo e protrusdo para migragdo e manutencéao das
juncdes célula-célula. Em terceiro lugar, na maioria das formas de migragéo coletiva,
os grupos de células em movimento modificam estruturalmente o tecido ao longo da
via de migracdo, seja para limpa-la ou causar modificacdo secundaria na matriz

extracelular, incluindo a deposi¢do de membrana basal (Friedl e Gilmour, 2009).

Em contraste com as células que migram individualmente, a adeséo célula-
célula que ocorre nas células que migram em grupo levam a uma forma especifica
de montagem de filamento de actina ao longo das jungdes celulares (Hegerfeldt et

al., 2002). Isto permite a formag&o de grandes corpos multicelulares contrateis.

E bem estabelecido que a coordenacdo da atividade das integrinas e
citoesqueleto na migragdo coletiva requer ndo somente adeséo célula-célula, mas
também comunicacgéo entre elas. Observou-se em canceres epiteliais e melanomas
simples, os quais apresentam interac6es homotipicas dentro dos corddes e folhas,
uma expressdo elevada de caderinas, ALCAM (membro da familia de
imunoglobulina), e conexinas, os quais estdo envolvidos na comunicacdo através

das jungdes comunicantes (Madhavan et al., 2001; Hsu et al., 2000).

O movimento coletivo das células pode ser um mecanismo primério para
invasdo e metastase por tumores altamente diferenciados. A vantagem para este
tipo de migracdo € que a grande massa celular pode produzir altas concentracdes
autécrinas de fatores promigratérios e proteases de matriz, e proteger as células que
estdo mais no interior do aglomerado do ataque imunoldgico pelos linfocitos e
células natural-killer. Pelo fato deste grupo de células heterogéneas se moverem
como unidades funcionais, células de diferentes origens clonais e com diferentes
habilidades biolégicas podem funcionar juntas. Por exemplo, células mais
migratérias podem promover a invasdo daquelas menos moveis, aumentando assim
a eficiéncia da invasdo tumoral e probabilidade de sobrevivéncia (Friedl e Wolf,
2003).
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2.7. Melanoma

O melanoma pode ser definidko como tumor maligno derivado da
transformacgdo e proliferacdo dos melandécitos que residem na camada de células
basais da epiderme. Os melanomas cutaneos podem surgir de uma leséo
precursora (ex: maligno lentigo, nevo displasico e nevo congenital) ou diretamente
de uma pele normal (Reed, 1985) citado por Braud et al., 2003.

O crescimento dos melandcitos € controlado pelos queratindcitos
circundantes que influenciam a comunicacdo extracelular através da liberagdo de
fatores de crescimento parédcrinos, a comunicacdo intracelular através de
mensageiros secundarios e transdugéo de sinal e a comunicagéo intercelular através
de moléculas de adeséo célula-célula e célula-matriz, e comunicacédo intercelular
através das jungbes comunicantes. A perda deste controle € um dos mecanismos
que leva a transformacdo dos melanécitos em melanoma (Haass et al., 2004).
Recentemente, muitos estudos tém sugerido que o melanoma escapa do ataque
imune através de muitos mecanismos, incluindo supresséo imune por qualquer fator
inibitério solivel como as interleucinas (IL)-10 E IL-4, ou down-regulacdo do
complexo principal de histocompatibilidade MHC (Mukherji e Chakraborty., 1995)

assim como a imunidade suprimida mediada pelo ligante fas ( Hahne et al., 1996).

As células de melanoma apresentam um aumento na expressédo de varias
moléculas de adesdo (MCAM, Mel-CAM, MUC18, CD146 ALCAM, CD166, L1-CAM,
CD171 VCAM-1, CD106 ICAM-1, CD54 CEACAM1, CD66a) e mudanca na
composicado dos receptores de adesdo. As funcdes adesivas das moléculas de
adesdo celular nas interacdes homofilicas e heterofilicas estdo bem definidas, mas
sua contribuicdo para o fendtipo maligno € menos clara (Haass et al., 2004). A
mudanc¢a na composi¢do dos receptores de adeséo as vezes reflete as propriedades
agressivas das células de melanoma como quando elas invadem a derme (Nesbit e
Herlyn, 1994). Os melandcitos normais expressam caderinas do tipo E (E-
caderinas) que permite a sua associagdo aos queratindcitos, jA nos melanomas esta
caderina é substituida por uma do tipo N (N-caderina), que permite ligagdo do tumor

aos fibroblastos e células endoteliais (Hsu et al., 2000).
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A manifestacdo da doenca na pele normal se d4 apds o aparecimento de uma
pinta escura de bordas irregulares acompanhada de coceira e descamagao. Em
caso de lesdo pigmentada pré-existente pode ocorrer aumento de tamanho,
alteracdo na coloragdo e na forma da lesdo, que passa a apresentar bordas
irregulares (INCA, 2012).

Os fatores de risco para ocorréncia do melanoma podem ser divididos entre a
genética e o ambiente, com interacdo entre eles. Estudos mostram que de cada trés
pacientes, um apresenta mutagéo no gene CDKN2A, importante no controle do ciclo
celular. Individuos de pele clara, caucasianos, também estdo mais propensos a
moléstia. H& indicios de que uma exposi¢do breve e intensa ao sol represente um
fator de risco para o aparecimento do melanoma, porém a exposi¢cdo cumulativa

parece ser o maior contribuinte para tal doenca (Mackie et al., 2009).

De acordo com o tipo de crescimento, os melanomas séo classificados em
quatro variantes: melanoma de espalhamento superficial (SSM) 65%, melanoma
nodular (NM) 25%, melanoma maligno lentigo (LMM) 5% e melanoma acral
lentiginoso 5%. O SSM é o tipo mais comum de melanoma, caracterizado por uma
proeminente proliferagdo intra-epidérmica. LMM é o tipo mais raro, corresponde ao
maligno lentigo degenerado. O acral lentiginoso ocorre nas palmas das méaos ou
sola dos pés, ja o NM é um tumor que inicia sua progressao verticalmente, invadindo

camadas mais profundas da pele (Braud et al., 2003).

O melanoma metastatico € quase sempre incuravel, com um tempo de
sobrevivéncia de somente 8-9 meses e somente 10-15% dos atingidos alcangam
trés anos de vida poOs-diagndstico (Balch et al., 2009). O tratamento contra o
melanoma metastatico tem se mostrado pouco eficiente, com o0s pacientes
apresentando respostas variaveis. Assim, a morbidade, os custos e a mortalidade
durante o tratamento do melanoma em fase avancada, sdo consideraveis (Edwards
et al., 2002).

Embora o cancer de pele seja o mais frequente no Brasil e corresponda a
25% de todos os tumores malignos registrado no pais, o melanoma representa
apenas 4% das neoplasias malignas do 6rgdo apesar de ser o mais grave devido a
sua alta possibilidade de metastase. Apresenta alta letalidade, mas incidéncia baixa,

segundo as estatisticas do INCA (Instituto Nacional do Cancer), as estimativas para
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2010 foram de 2960 novos casos em homens e 2970 novos casos em mulheres,
totalizando 5930 novos casos. As maiores taxas estimadas em homens e mulheres
encontraram-se na regido sul e projecdes apontaram para 1303 mortes sendo 749
homens e 554 mulheres (INCA, 2012).
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3. Hipdtese

Aspiramos testar a hipétese de que as linhagens de melanoma murino B16-
F10 e B16-FO apresentem diferencas significativas em sua taxas de proliferacéo,
adesdo, invasdo e migragdo. Outra hipotese € a de que o inibidor de V-ATPase
concanamicina e o0 monoterpeno mirtenal, o qual em estudos prévios mostrou ter
capacidade de inibir a atividade das V-ATPases, afetem drasticamente as taxas
adesdo, invasdo e migragao celular. Etapas fundamentais na formagdo de
metastase, principal causa de morbidade e mortalidade provocada pelo céncer.
Assim inibindo-se a bomba poder-se-ia reduzir ou até mesmo inibir a migracdo

celular e consequentemente a metastase.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral

Estudar a dindmica das linhagens celulares de melanoma B16-FO e B16-F10,
abordando os aspectos de proliferagdo, adesdo, migragdo e invasdo e a

consequéncia do uso de inibidores das V-ATPases sobre tais processos.

4.1.1. Objetivos especificos

Tracar um perfil de proliferacdo, adeséo, invasdo e migragdo das linhagens

celulares B16-F0 e B16F-10, abordando as possiveis diferengas entre elas.

Realizar andlises de viabilidade celular para estabelecer as melhores

concentragdes de concanamicina e mirtenal a serem utilizadas.

Mensurar o potencial dos inibidores de V-ATPase, concanamicina e mirtenal
sobre os processos de adesdo, invasdo e migracdo das linhagens de melanoma
B16-FO e B16-F10.
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5. Materiais e Métodos

5.1. Linhagens celulares

As células tumorais selecionadas para testar as hipdteses propostas sdo duas
linhagens de melanoma murino muito e pouco metastético, respectivamente B16-
F10 (Sloane et al., 1982) e B16-F0, adquiridas no banco de células da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As células sdo mantidas em meio de cultura
(DMEM-Sigma D1152), pH 7.0-7.2, suplementado com soro fetal bovino (SFB) a
10% em estufa a 37°C e atmosfera a 5% de CO,. A troca do meio é efetuada duas

Vezes por semana.

5.2. Drogas testadas

As drogas utilizadas no trabalho foram o inibidor de V-ATPase concanamicina
(concanamycin A- Sigma Adrich C9705) e o monoterpeno mirtenal (Myrtenal- Sigma
Aldrich W33904). Ambas foram dissolvidas em DMSO (Dimethyl sulfoxide- Sigma
Aldrich D8418), o que resultou nas concentracdes de 5nM e 10nM para

concanamicina e para o mirtenal , 5uM, 10uM e 15uM.

5.3. Ensaio de proliferagéo celular

A fim de tracar um perfil de crescimento das linhagens celulares utilizadas,
foram realizados ensaios com o MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) (Sigma Aldrich- M5655) (van Golen et al, 2012). As células
foram plaqueadas em uma placa de 96 pogos na concentracdo de 1X 10° células/
ml, incubadas overnight para adeséo. As células viaveis foram testadas no dias 1, 2,
3, 4 e 5 depois do plagueamento. De acordo com protocolo de incubagdo com MTT
(Sigma), os cristais foram reconstituidos em 100 yl de DMSO 100% e os valores de

absorbancia determinados a 540 nm usando um leitor de placas de 96 pocos. A
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absorbancia foi diretamente relacionada ao nimero de células. Foram realizados

cinco experimentos em triplicata e usada regresséo linear para andlise estatistica.

5.4. Testes de citotoxicidade (ensaio MTT)

O teste de citotoxicidade do inibidor de V-ATPase, concanamicina e o
monoterpeno mirtenal foram efetuados utilizando o ensaio de MTT. Para o MTT, as
células foram plagqueadas na concentracéo de 5x10* células/ ml, num volume final de
200 pl. Apds 12 horas em estufa a 37° C, 5% de CO, para aderéncia, as células
foram incubadas com os inibidores da bomba por 24 horas. Ao final da incubagéao,
10 pl de MTT (5mg/ml) foram adicionados em cada pogo e 2h depois o
sobrenadante da placa foi removido e os cristais formados solubilizados por DMSO.
As densidades dticas (D.O) obtidas foram convertidas em percentual de
citotoxicidade (Perc i) . Foram utilizados como controle positivo as células tratadas
com Triton X-100 20% (controle positivo ou D.O. ¢+ ) e as células ndo tratadas
(controle negativo ou D.O... ). A leitura foi feita por espectofotbmetro de placa a

570nm (Raso et al., 2001) e utilizaram-se as seguintes formulas:

PerC cit :100'(( DO amostra— DO C+) * 100/ D.O.C. = D.O.C+)

Perc celviaveis= 100- Perc cit
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5.5. Testes de adesao celular

As células na concentracdo de 5x10%/ml foram plaqueadas em placas de 96
pocgos e incubadas overnight para completa adesdo. Apos, foram tratadas com os
inibidor de V-ATPase concanamicina 5 e 10nM e o monoterpeno mirtenal 5,10 e 15
MM e incubadas por 24h. O sobrenadante foi removido e a placa lavada 1x com
PBS, pH 7.0. Em seguida adicionou-se 200 pl de paraformaldeido 1% por 30
minutos, a placa foi lavada novamente com PBS. Adicionou-se cristal violeta 0,05%
por 10 minutos, lavou-se novamente a placa com PBS e lisou-se as células com 200
ul de acido acético por 20 minutos. A solugao foi entdo homogeneizada e a leitura foi
feita por espectofotdbmetro de placa a 540 nm. Para converter os valores de
densidade o6ptica em numero de células, foi criada uma curva padréo, usando
diluicdes seriais de numero de células conhecido. Todos os experimentos foram
repetidos no minimo cinco vezes e feitos em triplicata, para analise estatistica usou-

se o teste- t.

5.6. Migragéao celular

5.6.1. Ferimento em monocamada

As células na concentragéo de 1x 10°/ml foram plaqueadas em uma placa de
12 pogos e incubadas overnight em estufa a 37 © C, 5% CO, Com um tip de uma
pipeta de 10pul foi provocado um ferimento na porcdo mediana do poco. Os pocos
foram lavados 2x com PBS, 1ml de DMEM/SFB 1% adicionado e as células tratadas
com os inibidor de V-ATPase concanamicina nas concentragdes de 5 e 10 nM e o
monoterpeno mirtenal nas concentragées de 5, 10 e 15 yM e incubadas em estufa a
37 °C, 5% CO,. O ferimento foi fotografado e medido usando o software Axio vision
Release 4.8.2 nos tempos Oh e 24 h, para acompanhamento do fechamento da
ferida em microscépio 6ptico invertido Zeiss, usando objetiva de 5 vezes. Para obter

a distancia percorrida pelas células foi usada a seguinte férmula: Distancia final =
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Dist o4 - Dist 24n .Foram realizados cinco experimentos em triplicata e escolhidas 3
micrografias de cada linhagem para medida da distéancia de uma margem a outra do
ferimento com o objetivo de verificar a velocidade de fechamento do ferimento. Para

analise estatistica usou-se o teste- t.

5.6.2. Transwell

Para esse experimento foram utilizadas placas transwell (6,5 mm diametro, 8
pm, membrana de policarbonato; Cornig Costar ). As células foram mantidas 24 h
em DMEM livre de soro fetal bovino em estufa a 37 °C, 5% CO,. Na parte inferior do
poco foi adicionado 600 yl de DMEM/BSA 0,1% e 6 ul de fibronectina (10ug/ml), esta
atuando como quimioatrator. As células na concentracdo de 5 x 10*ml foram
adicionadas na parte de cima de cada membrana em meio livre de soro contendo
0,1% de BSA, incubadas por 16h a 37°C, 5% CO, (Jones et al., 2006) na presenca
dos inibidor de V-ATPase concanamicina (5 e 10 nM) e do monoterpeno mirtenal (5,
10 e 15 pM) e o grupo controle sem nenhum tratamento. As células que migraram
foram fixadas em paraformaldeido 2% e coradas usando cristal violeta 0,05%. A
membrana foi entdo cortada e fixada em lamina para visualizagdo em microscopio
Optico Zeiss. Foram realizados trés experimentos em triplicata. Cinco campos foram
escolhidos randomicamente para contagem das células, para andlise estatistica

usou-se o teste-t.

5.7. Invasao Celular

Para os ensaios de invasao celular também se usou o sistema transwell. Foi
adicionada a parte superior da membrana o Matrigel, composto que mimetiza a
matriz extracelular. 50 pl de uma diluicdo de 1:2 de Matrigel:agua gelada foi

aplicada no topo da membrana e incubada por 1h para formar uma fina camada de
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gel. Ap6s este periodo, as células na concentracdo de 5x10%/ml ressuspensas em
DMEM/BSA 0,1% foram aplicadas sobre a camada de matrigel e incubadas por 2h
para adesdo (Castellone et al., 2011). Apds, adicionou-se entdo os inibidor de V-
ATPase concanamicina 5 e 10nM e o monoterpeno mirtenal 5,10 e 15uM e as
placas seguiram para incubag&o overnight. Seguida a invaséao, o meio de migracéo e
Matrigel foram removidos com um swab, as células fixadas com paraformaldeido
2%, coradas com cristal violeta 0,05%. A membrana foi entdo cortada e fixada em
lAmina para visualizacdo em microscépio Optico Zeiss usando objetiva de 20x.
Foram realizados trés experimentos em triplicata, os dados obtidos foram analisados

pelo teste- t.

5.8. Anédlise Estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise da variancia (ANOVA), e o teste-t
foi feito para comparar as médias, sendo considerado o nivel de significancia
guando p<0,05. Para curva de crescimento foi feito teste de regressao linear. As

andlises foram obtidas com o auxilio do programa GraphPad Prism 6.0.
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6. Resultados

6.1. Proliferagéo celular

Os resultados mostraram que a linhagem B16-F10 apresentou taxa de
proliferagdo significativamente maior que B16-FO (Figura 8), condizente com
observacoes feitas durante a manipulagédo de ambas as linhagens no decorrer dos

experimentos.
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Figura 8- Proliferacéo celular. As células foram plagueadas na concentracédo de 1x
103, incubadas com MTT por 2h e os cristais formados, solubilizados em DMSO. A
densidade Optica da solucéo foi medida em espectrofotdmetro (540nm). Os dados

sdo apresentado como médias de cinco experimentos em triplicata, p<0,0001.
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6.2. Viabilidade

A fim de se analisar o potencial citotoxico das drogas utilizadas, foram
realizados ensaios de viabilidade celular baseado na metabolizacdo do MTT pelas
desidrogenases mitocondriais. Os testes de viabilidade revelaram que a linhagem
B16-FO é mais sensivel ao tratamento com mirtenal em todas as concentracdes
testadas quando comparada com a linhagem B16-F10 (Figura 9 A e B). Na linhagem
B16-FO as concentracbes de 10 e 15uM de mirtenal mostraram diferenca
significativa quando comparada com o controle (Figura 9-B). Ja a resposta em
relagdo a concanamicina foi bem semelhante nas duas linhagens, sem alteracéo

significativa na viabilidade celular (Figura 9- C e D).

A transformacédo da densidade 6ptica das solugdes obtidas em percentual de
células vidveis reforcou a comparagdo entre as drogas, o que revelou que a
concanamicina nas concentragbes de 5nM (B16-F10 -96,4% e B16-F0-95,2%) e
10nM (B16-F10- 95,37% e B16-F0-92,85%) possibilitou uma maior porcentagem de

células vidveis que o mirtenal em todas as concentracgdes testadas (Figura 10).
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Figura 9- Teste de citotoxicidade- As células foram incubadas 24h com a
concanamicina e mirtenal, e em seguida com MTT por 2 horas. O sobrenadante foi
removido e os cristais solubilizados em DMSO. A absorbancia da solucédo foi
medida em espectrofotdmetro (570nm). Em A (B16-F10) e B (B16-F0) ensaio com
o mirtenal 5-15uM, C (B16-F10) e D (B16F0) com concanamicina 5-10nM. Os
resultados foram obtidos de trés experimentos separados em triplicata e

apresentados como desvio padréo, **p<0,01; *p<0,05.
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Figura 10- Porcentagem de células viaveis. As células foram incubadas por 24 h com
mirtenal 5-15 yM (A) e concanamicina 5 -10 nM (B) e em seguida com MTT por 2
horas. O sobrenadante foi removido e os cristais solubilizados em DMSO. A
absorbancia da solucdo foi medida em espectrofotdmetro (570nm) e a densidade
Optica transformada em percentual de células viaveis. Os dados foram obtidos a partir

da média de trés experimentos em triplicata e séo apresentados como erro padrao.
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6.3. Adesao

6.3. Adeséao celular

Observou-se que as duas drogas concanamicina 5-10nM e o mirtenal 5-15uM
provocaram o desprendimento das células do substrato, porém em nenhuma
concentracdo este desprendimento foi significativo quando comparado com o
controle (Figura 11). Analisando os gréficos, percebe-se que os perfis se
assemelham ao dos graficos de viabilidade principalmente no tratamento com o
mirtenal nas duas linhagens. Em relagdo & concanamicina, as células apresentaram
respostas muito semelhantes, desprendimento do substrato com o tratamento com
5nM quando comparado ao controle, porém diferencas sutis entre os tratamentos

com a concanamicina, observacéo valida para ambas linhagens.
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Figura 11- Nimero de células aderidas ao substrato. As células foram incubadas por
24h com mirtenal 5-15uM (A e B) e concanamicina 5-10nM (C e D), depois foram
fixadas com paraformaldeido 2% e coradas com cristal violeta 0,05%. A Absorbancia
foi medida em espectrofotdmetro a 540nm e a densidade Gptica convertida em ndimero
de células. Os resultados s&o provenientes de trés experimentos separados em
triplicata e sdo apresentados como desvio padrdo. Nao houve diferenca significativa

em nenhum dos tratamentos.
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6.4. Migragéao celular

6.4.1. Ferimento em monocamada

Os resultados mostram que 24 horas apos ter sido provocado o “ferimento”, a
linhagem B16-F10 (Figura 12 e 15) ja havia conseguido fechar por completo o
ferimento enquanto B16-FO nédo (Figura 13 e 16). Na presenca do mirtenal 5-15 pM
houve uma inibicdo desta capacidade (Figura 14), fato também observado para o
inibidor especifico concanamicina nas concentracdes de 5 e 10 nM (Figura 17) em
ambas as linahgens. A concentragdo de 15nM de concanamicina chegou a ser
testada, porém em 24h houve grande porcentagem de morte celular em ambas

linhagens, principalmente em B16-FO.

Quando se analisa a porcentagem de inibicdo da migracdo pelas drogas,
observa-se que hd uma resposta dose-dependente (Figura 18). Ao comparar as
porcentagens de inibicdo de migracdo entre as drogas observamos que o mirtenal
na concentragdo de 15uM foi mais efetivo na inibicdo da migracéo celular em B16-
F10 (72%) (Figura 18-A). Para a linhagem B16-FO foram observados resultados
semelhantes, porém ndo houve grande disparidade no tratamento com as duas
concentracées 5uM (27%) e 10uM (32%) de mirtenal (Figura 18- B), ndo sendo
possivel obter resultados na concentracdo de 15uM, pela baixa taxa de células
viaveis. J& a concanamicina na concentragdo de 10nM inibiu em 60% a migracéo de
B16-F10 (Figura 18-C) e em 33% a migracéo de B16-FO (Figura 18-D).

As manchas pretas observadas em todas as micrografias da linhagem B16-FO
representam secre¢do de melanina, fato observado durante toda a manipulag&o

destas células.
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OH 24H

Figura 12- Micrografia do ferimento em monocamada da linhagem B16-F10.
Controle (A-B), 5 yM mirtenal (C-D), 10 uM mirtenal (E-F), 15 yM mirtenal (G-H)
nos tempos OH e 24H.
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Figura 13- Micrografia do ferimento em monocamada da linhagem B16-FO.
Controle (A-B), 5 yM mirtenal (C-D), 10 uM mirtenal (E-F) nos tempos OH e 24H.
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Figura 14- Efeito do mirtenal sobre a migracdo celular. O fechamento da ferida foi
quantificado pela distancia percorrida pelas células (um) depois de 24h. Nao foi
possivel obter resultados com a linhagem B16-FO na concentracdo de 15uM de
mirtenal, devido a baixa taxa de células viaveis. Em (A) B16F-10, ****p< 0,0001 e (B)

B16-F0, **p<0,01. Os dados sdo provenientes de trés experimentos em triplicata e séo
apresentados como desvio padréo.
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Figura 15- Micrografia do ferimento em monocamada da linhagem B16-F10.
Controle (A-B), 5nM concanamicina (C-D), 10nM concanamicina (E-F) nos
tempos OH e 24H.
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Figura 16- Micrografia do ferimento em monocamada da linhagem B16-FO.
Controle (A-B), 5nM concanamicina (C-D), 10nM concanamicina (E-F) nos
tempos OH e 24H.
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Figura 17- Efeito da concanamicina sobre a migracdo celular. O fechamento da ferida
foi quantificado pela distancia percorrida pelas células (uM) depois de 24h. Em (A)-

B16-F10, e (B)-B16-F0. Os dados sao provenientes de trés experimentos em triplicata.
**p<0,01, *** p< 0,001.
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Figura 18- Porcentagem de inibicdo da migragdo celular. Efeito do monoterpeno
mirtenal 5-15uM e do inibidor especifico de V-ATPase concanamicina 5-10 nM
sobre as linhagens B16-F10 (A e C) e B16-F0 (B e D). ****p< 0,0001, *** p< 0,001,

**p<0,01, *p<0,05.
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6.5. Migragéo Celular usando Transwell

Nos ensaios de migracdo celular utilizando o modelo transwell, foram
observadas altas taxas de migracéo celular para B16-F10 (Figura 19-A e 20-A).
Porém, com o uso do inibidor de V-ATPase concanamicina 5-10 nM houve uma
reducao significativa da migragao celular (Figura 19- B,C, 20- B e 21-A). A linhagem
B16-FO por sua vez, quando tratada com a concanamicina apresentou 100% de
inibicdo da migragéo (Figura 21-A). J& com o uso do mirtenal, nas concentracdes de
5-15uM foi observada uma inibicdo de 100% da migracdo em ambas as linhagens
(Figura 21-B). A linhagem B16-FO por sua vez, apresentou niveis significativamente
mais baixos de migracdo quando comparada com B16-F10 (Figura 19-D e 20- A).

Figura 19- Micrografia da face inferior do transwell. Migracéo celular na linhagem B16-
F10 em (A) controle, (B) 5nM concanamicina, (C) 10 nM concanamicina e B16-FO em
(D) controle.
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Figura 20- Ensaio de migracdo celular usando transwell. Foram plaqueadas 5x10*
células na parte superior da membrana e incubadas overnight com a
concanamicina 5-10nM. O meio da parte de cima da membrana foi retirado, a
membrana lavada com PBS, fixada com paraformaldeido 1% e corada com cristal
violeta 0,05%. As células foram contadas usando objetiva de 20X em microscépio
optico. Em A comparacdo de migracdo entre as linhagens, B- influéncia da
concanamicina sobre a migracdo de B16-F10. Os resultados séo fruto de trés

experimentos em triplicata, **p<0,01 , ***p<0,001.

A
120 - Inibi¢do da migracéo celular pela concanamicina
100 -
80 -

60 - mF10
40 1 FO
20 -

% de inibi¢do

5nM conc 10nM conc

120 - Inibi¢do da migragéo celular pelo mirtenal

100 -
80 -
60 - mF10
40 4 FO
20 -
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Figura 21- Porcentagem de inibicdo da migracéo celular. Em (A) concanamicina
e (B) mirtenal. Em A os dados sdo apresentados como erro padréo.
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6.6. Invasao Celular

Os ensaios de invasao da linhagem B16-F10 revelaram baixa quantidade de
células na face inferior do transwell no grupo controle (Figura 22-B) quando
comparado com o ensaio de migragdo (Figura 19-A), onde ndo houve adicdo de
matrigel. Contudo, esta linhagem mostrou-se mais invasiva que a linhagem B16-FO
(Figura 22 e 23-A). Em B16-FO os niveis de invasdo (Figura 22-A) continuaram
baixos assim como nos ensaios de migracéo (Figura 19-D). Houve 100% de inibigéo
da invasdo com o uso da concanamicina e do mirtenal em ambas as linhagens
(Figura 23-B e C).

ATy

§ o

Figura 22- Micrografia da face inferior do transwell. Ensaio de invaséo utilizando
Matrigel para mimetizar a matriz extracelular. Em (A) B16-FO e (B) B16-F10 sem
tratamento.
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Figura 23- Invaséo celular. Namero de células invasoras nas linhagens celulares
B16-F10 e B16-FO (A) e inibicho da invasdo celular provocada pela
concanamicina e mirtenal em B16-F10 (B) e B16-F0 (C). Os dados séo frutos de

trés experimentos e sdo apresentados como desvio padrao.
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7. Discussao

Apesar de ser uma doenga bastante estudada, o cancer preocupa pelo
aumento da incidéncia e auséncia de cura. E definido como um conjunto de doencgas
que levam as células a perderem o controle do ciclo celular, ganharem a capacidade
de invadir tecidos adjacentes e migrarem para sitios distantes, o que caracteriza a
metastase. Como estégio final da progressé@o da doenca a metéstase € responsavel
por 90% das mortes provocadas por tumores solidos (Gupta e Massagué, 2006) e é
constituida por varias etapas, como adesdo das células tumorais aos componentes
da ECM, degradacéo destes, invasdo e migracdo. Ha relatos na literatura de que a
acidificacdo do microambiente extracelular de tumores sdlidos desempenhe um
papel critico na estimulagcdo da motilidade, invasdo e angiogénese (Harguindey et
al., 2005). Esta acidificacdo por sua vez é atribuida ha um aumento da expresséo
das V-ATPases na membrana plasmética das células tumorais (Sennoune et al.,
2004b; Sennoune et al., 2006), o que torna esta enzima um alvo viavel de estudos

no combate ao cancer.

Em trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa (Santos,
2010) no que se refere a atividade hidrolitica das V-ATPases revelaram que a
linhagem B16-F10 (muito metastatica) apresenta uma maior atividade e
sensibilidade aos inibidores da bomba, como a concanamicina, do que a linhagem
B16-FO0 (pouco metastatica). Estudos com o monoterpeno mirtenal na concentragdo
de 11,4puM revelaram que nesta concentragdo ha a inibicdo da atividade da enzima
em cerca de 20% em B16-FO e cerca de 50% em B16-F10 (Martins, 2011).

Visto que a concanamicina e o monoterpeno mirtenal diminuem a atividade
das V-ATPases nas linhagens utilizadas no trabalho B1-6F10 e B1-6F0, comegamos
a investigar a influéncia destas drogas nos eventos de adeséo, migracdo e invasao,
etapas chaves para formacao de metastase e que se mostram influenciaveis pelo pH

intracelular e pH extracelular (Supino et al., 2008).

A perda do controle do ciclo celular, que leva as células a crescerem de modo
acelerado € uma das caracteristicas da célula tumoral, e tem uma relacdo estreita

com a metastase. No trabalho investigamos as taxas de proliferacdo das linhagens
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de melanoma B16-F10 e B16-F0. Os resultados do trabalho mostraram que a taxa
de proliferacéo da linhagem B16-F10 é significativamente mais alta do que a taxa de
proliferagdo de B16-FO. Um dos parametros utilizados para descrever a linhagem
B16-F10 como muito metastatica € a presenca e atividade de catepsina B (Sloane
1982). Na literatura existe uma relagcdo entre a presenca desta enzima e
crescimento. Poste, (1971) descreveu que a presenca de catepsina B e D em
células neoplésicas contribui para modificagdes na superficie celular que resultam

na supressao do mecanismo de inibicdo do crescimento por contato.

Para averiguar se as concentracdes utilizadas eram téxicas ou ndo para as
células, foram realizados ensaios de viabilidade usando MTT. Os testes mostraram
que o mirtenal nas concentracfes testadas foi mais toxico para as células que a
concanamicina. Na concentragdo de 15uM, o mirtenal deixou ao fim dos
experimentos 68% de células vidveis na linhagem B16-F0. Ja o tratamento com a
concanamicina nas concentragdes de 5 e 10nM manteve uma porcentagem
consideravel de células viaveis em ambas linhagens, em B16-F10 (96% e 95%) e
em B16-FO (95% e 93%) o que nos leva a concluir que esta droga nestas

concentragdes € pouco toxica para as células.

Os resultados dos ensaios de adesao revelaram que ha um desprendimento
das células tratadas do substrato quando comparadas ao controle, porém as drogas
nado influenciam de forma significativa este evento. Supino e colaboradores (2008)
utilizando o inibidor de V-ATPase NiK-12192 em células de cancer de pulmédo H460
observaram que o inibidor provocou modificagbes no citoesqueleto , incluindo
agregacao dos microfilamentos de actina e tubulina bem como a redugéo dos
pseuddpodes. Este inibidor mostrou-se capaz também de modular a distribuicdo de
moléculas de adesdo como a integrina avB3. H& relatos na literatura de uma
interacao fisica da subunidade de 16K da V-ATPase com a integrina B1 o que
ajudaria a direcionar e estabillizar estas integrinas na membrana, influenciando

assim a ligag&o das células aos componentes da matriz (Skinner e Wildeman, 1999).

A perda de motilidade celular gerada pelos tratamentos com a concanamicina
e mirtenal foi observada nos experimentos de migracgéo celular. A comparacéo das
linhagens, nos experimentos de ferimento em monocamada revelou que a linhagem
B16-F10 apos 24h fechou 100% do ferimento enquanto que B16-FO
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aproximadamente 52%, resultado compativel com o potencial metastatico de cada
linhagem. Assim como Supino e colaboradores (2008) observaram uma redugéo do
fechamento da ferida usando o inibdor de V-ATPase NiK-12192 em linhagem de
célula tumoral de pulmdo NCI-H460 (Supino et al.,2008) e Rojas e colaboradores
(2006) usando modelo de células endoteliais macro e microvasculares, as quais
apresentam um microambiente extracelular acido assim como as células tumorais,
utilizando o inibidor de V-ATPase bafilomicina, o mesmo foi observado no presente
trabalho usando a concanamicina nas linhagens de melanoma murino B16-FO e
B16-F10.

Quando comparamos os inibidores de V-ATPase concanamicina e mirtenal
quanto ao poder de inibicdo da migragao celular no experimento de ferimento em
monocamada usando B16-F10, observamos que na concentragdo de 15 uM, o
mirtenal foi mais efetivo do que a concanamicina nas concentragdes testadas (5- 10
nM) permitindo aproximadamente 72% de inibicdo da migra¢do. J4 em B16-FO
observou-se uma maior inibicdo da migracéo celular nas concentragdes de 10 uM de
mirtenal (32%) e 10nM de concanamicina (33%), ndo sendo possivel obter
resultados na concentragdo de 15 yM de mirtenal. Estes resultados mostram que

estas drogas tem alta capacidade de inibir a migragéo in vitro.

Em relagdo aos experimentos de migragdo usando transwell o trabalho
mostrou que B16-F10 é significativamente mais migratoria que B16-F0. Porém as
taxas de migragdo obtidas foram menores, por exemplo, do que as obtidas por
Chalkiadaki et al, (2009), usando a linhagem de melanoma M5 e a mesma
metodologia do presente trabalho, onde o grupo controle apresentou mais de
1500 células na face inferior do transwell. Contudo, o numero de células
encontradas na face inferior do transwell no atual trabalho, aproximadamente 180
células/campo foi maior do que as encontrada por Guo et al, (2011), usando a
linhagem de céncer de mama MDA-MB-231 no que se refere ao controle,
aproximadamente 7células/campo. O inibidor de V-ATPase concanamicina mostrou-
se muito eficaz na inibigdo da migracdo celular assim como resultados obtidos por
Sennoune e colaboradores (2004 b) usando bafilomicina em células de cancer de

mama.
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H& muitas evidéncias que indicam uma relagdo entre funcdes celulares
envolvendo sistemas de transporte, citoesqueleto e moléculas de adeséo (Vitavska
et al., 2003, Zuo et al., 2006). Estas funcdes, as quais podem ser moduladas pelo
pHi e pHe , desempenham um papel critico na interacdo das células com a matriz
extracelular. Holliday e colaboradores (2000) e Zuo e colaboradores, (2006) ja
descreveram a presenca de um sitio de ligacdo para filamentos de actina na
subunidade B da V-ATPase e sitios de ligagdo para actina F e G na subunidade C
da V-ATPase (Vitavska et al., 2005) controlando a dinadmica da actina do

citoesqueleto passo necessario para o ganho de motilidade.

Entre as fungbes atribuida & acidificagdo do ambiente extracelular em tumores
sélidos, provocada principalmente pela superexpressdo de pmV-ATPases, estid a
ativagdo de proteases &cidas como as catepsinas e MMPs responsaveis pela
degradacgéo de componentes da matriz extracelular bem como a locomocgéao celular
(Glunde et al., 2003 ; Stock et al., 2005; Rofstad et al., 2006; Martinez-Zaguilan et al.,
1996). Contudo, a inibicdo da ativagdo das MMPs pode afetar mais do que somente
a degradacgao das barreiras teciduais. Uma vez que estas enzimas estdo envolvidas
com alteracdo da sinalizagéo celular, liberagdo de fatores de crescimento e de
proteinas com novas fung@es (Villano et al., 2006). Sendo assim, com base nas suas
funcdes é concebivel que a inibicdo da expresséo/funcdo das V-ATPases afete o

comportamento invasivo e migratorio das células tumorais de forma contundente.

A capacidade de invaséo das células foi testada utilizando as membranas do
transwell revestidas com matrigel. Os ensaios mostraram que a linhagem B16-F10 é
significativamente mais invasiva que a linhagem B16-F0. O tratamento com as duas
drogas em todas as concentragdes inibiu 100% da invasdo nas duas linhagens.
Sennoune e colaboradores (2004 b) usando o inibidor de V-ATPase bafilomicina em
células de cancer de mama observou uma reducéo da invasdo. Assim como estudos
de Thomsen e colaboradores (1999) que mostra que a bafilomicina inibe a
motililidade em fibroblasto NIH3T3 A31 murino, possivelmente devido a alteragdes
de gradiente de pH em estruturas endociticas, ricas em V-ATPase. Em trabalho
realizado por Kubota e Seyaman (2000), onde a subunidade de 16kDa da V-ATPase
foi superexpressa em fibroblastos 10T1/2, foi observado um aumento na secregao
da metaloprotease-2, enzima necessaria para a degradagdo de componentes da

matriz durante o processo de invasdo. Juntos, estes dados apontam a
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superexpresséo da V-ATPase como um dos mecanismos chave para o processo de

invasao.

Os mecanismos envolvidos na diminuicdo da migragéo e invasdo mediante
tratamento com os inibidores de V-ATPase ndo estdo muito claros. Contudo sabe-se
que um passo critico na motilidade direcionada e migracdo € o estabelecimento de
polaridade celular, caracterizado pela polimerizacdo assimétrica da actina em um
dos polos da ceélula. O aumento do pH citosdlico, estaria envolvido com o
recrutamento e ligacéo da actina a cofilina em um dos po6los da célula (Bernstein et
al., 2000). Assim, o rompimento do mecanismo regulatério do pH citosélico pode
afetar a polimerizacédo da actina e consequentemente o ganho de motilidade pela
célula. Outro ponto é o fato dos inibidores de V-ATPase suprimirem o trafego de
vesiculas secretérias para a membrana plasmética (Lang et al., 2000). Pelo fato dos
endossomos e lisossomos serem compartimentos endomembranares com alto
tr&fego em direcdo a membrana plasmatica e ricos em V-ATPase, é possivel que a
inibicdo desta enzima altere o trafego destas organelas para a membrana
plasmética, inibindo assim o aporte de componentes e proteinas para a superficie

celular, necessérios para o ganho de motilidade (Mcneil, 2002).

O inibidor de V-ATPase concanamicina e o0 monoterpeno mirtenal mostraram-
se eficientes inibidores de migracdo e invasédo celular, etapas importantes da
cascata metastatica. Porém, serdo necessarios mais estudos para a exata

compreenséo dos mecanismos pelos quais estas drogas provocam estes efeitos.
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7. Conclusodes

A linhagem B16-F10 apresenta niveis significativamente mais altos de
proliferacdo do que B16-FO, o que € compativel com o seu maior potencial

metastatico.

A concanamicina e o mirtenal ndo afetam a viabilidade das células testadas,
porém o mirtenal na maior concentragcdo testada (15uM) mostrou-se mais

toxico que a concanamicina.

As drogas testadas concanamicina 5-10nM e mirtenal 5-15uM n&o afetam a

adesdo das células ao substrato.

Quando comparadas, B16-F10 mostrou ser mais migratdria e invasiva do que
B16-FO.

A migracdo e invasdo celular foram eficientemente inibidas pela
concanamicina e mrtenal, mostrando que estas drogas sao alvos potenciais

para estudos e tratamento do cancer.
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