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RESUMO
As neoplasias mamarias sdo os tumores mais comuns nas mulheres e fémeas caninas.
Fibroblastos associados ao cancer (CAFs) séo células abundantes no microambiente tumoral,
capazes de intermediar respostas inflamatdrias atuando na diferenciacdo e progressdo tumoral.
A melatonina esta associada a mecanismos de acdo com efeitos oncostaticos e oncoprotetores,
e atua na reducéo da formacdo de fibroblastos circundantes no cancer de mama. Os objetivos
desse estudo foram verificar a acdo da melatonina nas linhagens tumorais mamarias
metastaticas humana e canina (MDA-MB-231 e CF-41) bem como em co-cultivo com CAFs
primarios na viabilidade celular e na expressdo de proteinas envolvidas nos processos de
angiogénese, inflamacdo e apoptose, buscando o entendimento da interacdo destas proteinas
nas principais vias de sinalizacdo atuantes no processo tumorigénico. A viabilidade celular foi
verificada pelo ensaio MTT e a expressdo proteica pelo Membrane Antibody Array apos o
tratamento com melatonina. Verificou-se que 1 mM de melatonina reduziu a viabilidade
celular em ambas as linhagens, CAFs humanos e caninos e em seus co-cultivos (p < 0,05). A
analise proteica semiquantitativa, apds tratamento com melatonina, mostrou reducdo da
expressao de sete proteinas pré-angiogénicas e aumento das proteinas TIMP-1 e IL-6 nas
células MDA-MB-231 e reducdo de IL-6 e MCP-1 e aumento da leptina, TGF-p,
trombopoietina e VEGF na co-cultura (p < 0,05). Houve reducdo de dezenove proteinas pro-
inflamatdrias e aumento da citocina 1-309 nas células MDA-MB-231 (p < 0,05). No co-
cultivo, seis proteinas pro-inflamatdrias apresentaram-se menos expressas e as proteinas IL-4,
MCP-3 e SCF aumentaram sua expressdo (p < 0,05). Das proteinas pré-apoptoticas, doze
aumentaram a expressao e houve reducéo da caspase-3 nas células MDA-MB-231 (p < 0,05).
Na co-cultura, houve aumento das proteinas BIM, HPS27 e IGF-1R e redugdo de TNF-RII (p
< 0,05). Na analise por bioinformatica das proteinas diferencialmente expressas, verificou-se
que 21 proteinas participam da via cytokine-cytokine receptor interaction, nove da via janus
kinase/signal transducers and activators of transcription (Jak-STAT) e 10 da via do cancer
nas células MDA-MB-231 (p < 0,05). Na co-cultura, nove das proteinas estudadas participam
da via de sinalizagdo cytokine-cytokine receptor interaction, cinco da via Jak-STAT e seis da
via do céncer (p < 0,05). Para as células caninas, o tratamento com melatonina aumentou a
expressao das proteinas pro-angiogénicas IL-6, 1L-8, MCP-1 e TIMP-2 na linhagem CF-41 (p
< 0,05). Na co-cultura, houve reducdo de TIMP-1 e aumento da angiogenina (p < 0,05). Das
proteinas pro-inflamatorias, nove se mostraram menos expressas e a IL-15, MCP-2 e SCF
aumentaram sua expressao nas células CF-41, oito proteinas pré-inflamatérias diminuiram sua

expressao na co-cultura e as citocinas IL-1a, IL-12p70 e IL-15 estavam superexpressas (p <



0,05). Houve aumento de BCL-2 e reducdo de BAD e TNF-RII nas células CF-41 e aumento
da caspase-8, HTRA e SMAC e reducdo de FAS ligante, livina e TNF-a no co-cultivo (p <
0,05). A analise por bioinformatica mostrou 12 proteinas presentes na via cytokine-cytokine
receptor interaction, sete na via Jak-STAT e cinco na via do cancer nas células CF-41 (p <
0,05), enquanto na co-cultura, oito proteinas participavam da via cytokine-cytokine receptor
interaction, quatro da via Jak-STAT e quatro da via do cancer (p < 0,05). Conclui-se que, além
da melatonina ser eficaz na reducdo da viabilidade celular, atua na inibicdo de proteinas
angiogeénicas e inflamatdrias e na inducdo da expressdo de proteinas apoptdticas nas células
das espécies humana e canina. Ainda, mostrou acdo na interacdo das células tumorais com
CAFs, confirmando influéncia no microambiente tumoral e potencial valor terapéutico no

cancer de mama.

Palavras-chave: cancer de mama, fibroblastos, microambiente tumoral, angiogénese,
inflamacao, apoptose, melatonina.
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ABSTRACT
Mammary tumors are the most common tumors among women and female dogs. Fibroblasts
associated with cancer (CAFS) are the most abundant cells in the tumor microenvironment,
able to mediate inflammatory responses acting in the differentiation and tumor progression.
Melatonin is associated with mechanisms of action with oncostatics effects and
oncoprotectors, and works to reduce the formation of surrounding fibroblasts in breast
cancer. The objectives of this study were to assess the action of melatonin on mammary tumor
cell lines human and canine metastatic (MDA-MB-231 and CF-41) and in co-culture with
primary CAFS on cell viability and expression of proteins involved in the processes of
angiogenesis, inflammation and apoptosis searching for the understanding of proteins
interaction in the main signaling pathways active in the tumorigenic process. Cell viability
was assessed by MTT assay and the semi-quantitative protein analysis by Membrane
Antibody Array after treatment with melatonin. It was found that 1 mM of Melatonin reduced
cell viability in both cell lines, human and canine CAFS and their co-culture (p <0.05). The
semi-quantitative protein analysis after melatonin treatment showed a reduction of the
expression of seven pro-angiogenic proteins and increased TIMP-1 and IL-6 protein in MDA-
MB-231 cells and reduced IL-6 and MCP-1 and increased leptin , TGF-f, VEGF and
thrombopoietin in the co-culture (p <0.05). Nineteen pro-inflammatory cytokine protein were
reduced and 1-309 increased in MDA-MB-231 cdlls (p <0.05). In the co-culture, six pro-
inflammatory proteins were underexpressed and the IL-4, MCP-3 and SCF proteins were
increased the expression (p <0.05). Twelve pro-apoptotic proteins increased and decreased
expression of caspase-3 in MDA-MB-231 cells (p <0.05). In the co-culture, an increase of
BIM, HPS27 and IGF-1R proteins and TNF-RII reduction was observed (p <0.05). In
bioinformatics analysis of differentially expressed proteins, was verified that 21 proteins
participate of cytokine-cytokine receptor interaction pathway, nine of janus kinase
pathway/signal transducers and activators of transcription (jak/STAT) and 10 of cancer
pathway in MDA-MB-231 cells (p <0.05). In the co-culture, nine proteins participate of
cytokine-cytokine receptor interaction pathway, five of Jak/STAT pathway and six of cancer
pathway (p <0.05). For the canine cells, melatonin treatment increased the expression of pro-
angiogenic proteins IL-6, IL-8, MCP-1 and TIMP-2 in CF-41 cells (p <0.05). In the co-
culture, was reduction of TIMP-1 and increasing of angiogenin (p <0.05). Nine pro-
inflammatory proteins showed underexpressed and 1L-15, MCP-2 and SCF increased the
expression in CF-41 cells, eight pro-inflammatory proteins reduced the expression in the co-
culture and the cytokines IL-1a, IL-12p70 and IL-15 were overexpressed (p <0.05). An



increase of BCL-2 and reduction of BAD and TNF-RIl in CF-41 cells and increase of
caspase-8, HTRA and SMAC and reduction of FAS ligand, livin and TNF-« in co-culture (p
<0.05). The bioinformatic analysis showed 12 proteins of cytokine-cytokine receptor
interaction pathways and seven of Jak/STAT pathway and five of cancer pathway in CF-41
cells (p <0.05), while in the co-culture, eight proteins participate of cytokine-cytokine
receptor interaction pathway, four of Jak/STAT pathway and four of cancer pathway (p
<0.05). Itn conclusion, besides melatonin is effective in reducing cell viability, is active in
inhibition of angiogenic and inflammatory proteins and induction of the expression of
apoptotic proteins in the human and canine species. Besides that, show interaction with
CAFs, representing an important influence on tumor microenvironment, and potential

therapeutic value in breast cancer.

Keywords: Breast cancer, fibroblasts, microenvironment tumor, angiogenesis, inflammation,

apoptosis, melatonin.
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I. INTRODUCAO
1. CANCER DE MAMA

O cancer de mama representa um problema de satde mundial, sendo a neoplasia mais
comum entre as mulheres (INCA, 2014). A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estima
que, por ano, ocorram mais de 1.050.000 novos casos de cancer de mama em todo o mundo
(INCA, 2003). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou a ocorréncia de
57.120 novos casos para 0 ano de 2014 (INCA, 2014).

As taxas de mortalidade por cancer de mama continuam elevadas, sendo a capacidade
de invasdo das células tumorais e consequente desenvolvimento de metastases, as principais
causas de mortalidade em mulheres com neoplasias mamarias (SANTOS et al., 2011). Na
populacdo mundial, a sobrevida média ap6s cinco anos de acompanhamento é de 61% e
apesar do progresso no diagndstico e tratamento nos ultimos 30 anos, essa doenca €é ainda
responsavel por quase meio milhdo de mortes por ano no mundo (SNOUSSI et al., 2010).

Dentre todos os mamiferos, a espécie canina apresenta a maior incidéncia de
neoplasias mamaérias (BRODEY, GOLDSCHMIDT e ROSZEL, 1983; SLEECKX et al.,
2013), e quando comparada a mulher, possui trés vezes mais chances de desenvolver essa
neoplasia (KROL et al., 2009; GELALETI et al., 2012; MICHEL et al., 2012; PAWLOWSKI
et al., 2013). O cancer de mama representa aproximadamente 52% de todos 0s canceres que
acometem cdes, sendo 41 a 53% desses tumores de carater maligno (QUEIROGA E LOPES,
2002; ZUCCARI et al., 2008; ANDRADE et al., 2010; CHU et al., 2011; AZUMA et al.,
2012).

Devido as muitas semelhancas compartilhadas por seres humanos e cdes, 0s tumores
mamarios em cadelas prestam-se como modelos apropriados e validos ao estudo da biologia
do cancer (ANDRADE et al., 2010; PHILLIPS, LEMBCKE E CHAMBERLIN, 2010;
RASOTTO et al., 2014; RISMANCHI et al., 2014), assim como para testes de agentes
terapéuticos, ja que animais de estimacdo tém tumores com apresentacdo histopatologica
similares aqueles que acometem o0s seres humanos, e compartilham uma resposta semelhante
a cirurgia e a esquemas de quimioterapia (MACEWEN, 1990; PHILLIPS, LEMBCKE e
CHAMBERLIN, 2010; RISMANCHI et al., 2014).

Existem estudos que tém identificado uma crescente variedade de marcadores
moleculares que podem ser utilizados em conjunto com os marcadores morfoldgicos e
histopatoldgicos presentes nos tumores, permitindo o desenvolvimento de tratamentos mais
efetivos (GONZALEZ-ANGULO, MORALES-VASQUEZ e HORTOBAGYI, 2007,
GRALOW et al., 2008; HICKS E KULKARNI, 2008; DUFFY, O'DONOVAN E CROWN,
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2011). A terapia baseada em uma avaliacdo através de marcadores moleculares prognésticos
possibilita a aplicacdo das diferentes modalidades terapéuticas utilizadas no tratamento do
cancer com a intensidade e a efetividade adequadas para cada paciente (ABREU e
KOIFMAN, 2002).

Nesse sentido, um importante foco das pesquisas no cancer de mama tem sido
melhorar o entendimento da relacdo dos componentes moleculares com a doenca a fim de
identificar possiveis marcadores preditivos e progndsticos e desenvolver novas estratégias
terapéuticas (ALI et al., 2010; LEVASHOVA et al., 2010; PARK et al., 2010). Por muitos
anos o foco do tratamento tem sido as células tumorais propriamente ditas, buscando a
inibicdo da progressdo tumoral (ALl et al., 2010; LEVASHOVA et al., 2010; PARK et al.,
2010), entretanto, estudos tem demonstrado que terapias que tenham a¢do no microambiente

tumoral podem ser mais eficientes e fundamentais para controle do crescimento tumoral.

2. MICROAMBIENTE TUMORAL
A glandula mamaéria ndo-alterada é formada pelo epitélio ramificado e o
microambiente circundante, composto por diversos tipos celulares que participam da
complexa rede funcional, incluindo células inflamatdrias, endoteliais e fibroblastos (Figura 1)
(FRANCO et al., 2010; LUHR et al., 2012). As interagOes entre essas células desempenham
importante papel no desenvolvimento da glandula mamaria normal bem como nos processos

de tumorigénese (LUHR et al., 2012).

Capilares

o ﬂ? Células Matriz

itel
MyoRplbEltals extracelular

Fibroblastos

Epitelic Ductal

Meambrana
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Figura 1. Representacdo da glandula mamaria ndo-alterada e os diversos tipos celulares
existentes. Adaptado de KALLURI & ZEISBERG, 2006.

O céancer é um processo complexo que se desenvolve em varias etapas determinadas
por perturbacGes genéticas, como a ativacdo de oncogenes ou silenciamento de genes
supressores tumorais além de eventos epigenéticos que podem ocorrer no interior das células
(PIERCE et al., 2009). Além disso, a perda de mecanismos reguladores que controlam o
comportamento normal das células tem importante acdo no microambiente tumoral através da
atuacdo de diversos fatores (HAHN e WEINBERG, 2002; BAYLIN, 2005; BARTELS e
TSONGALIS, 2009).

A complexidade do cancer tem sido associada a heterogeneidade do microambiente
tumoral que se caracteriza pela interacdo de diversos tipos celulares que desempenham
importante papel em todas as etapas da carcinogénese, da iniciacdo a progressao do cancer
(Figura 02) (MIKI et al., 2012; MAO et al., 2013; MARSH, PIETRAS e MCALLISTER,
2013; ZHANG e LIU, 2013). Dentre estas células destacam-se as células endoteliais e suas
precursoras, pericitos, células de muasculo liso, fibroblastos, miofibroblastos, adipécitos e as
células do sistema imune representadas pelos neutrofilos, eosinéfilos, basofilos, mastdcitos,
linfécitos T e B, células natural killer, e as células apresentadoras de antigenos, tais como
macrdfagos e células dendriticas (FEDELE, TOTHILL e MCARTHUR, 2014; ISHIKAWA et
al., 2014). Os fibroblastos sdo as células mais abundantes do estroma mamario
(APOSTOLOPOULOU e LIGON, 2012) e sdo considerados os principais fatores atuantes no
desenvolvimento do tumor (FRANCO et al., 2010; PORRETTI et al., 2014), capazes de
intermediar respostas inflamatorias, (BHOWMICK, NEILSON e MOSES, 2004; SANTOS et
al., 2011; SIMPKINS et al., 2012) e atuando na promocgao dos processos de proliferagéo,
angiogénese e metastase tumorais devido aos seus efeitos paracrinos sobre as células
neoplasicas (BHOWMICK, NEILSON e MOSES, 2004; SANTOS et al.,, 2011;
APOSTOLOPOULOU e LIGON, 2012; SIMPKINS et al., 2012).
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Figura 2. Representacdo da interagdo de diversos tipos celulares no microambiente tumoral.
Adaptado de JUNTTILA & SAUVAGE, 2013.

Fibroblastos associados ao epitélio normal sdo conhecidos como NAFs e apresentam
efeito contrario em células tumorais, dependendo do estagio que se encontra a doenca. No
inicio da tumorigénese, atuam contra a progressao maligna, mas com 0 avango do processo,
sdo subvertidos para promocdo do crescimento tumoral convertidos em fibroblastos
associados ao cancer (CAFs) cuja atuacdo diferencial na progressdo tumoral se da através da
sinalizacdo de citocinas especificas (MIKI et al., 2012; MAO et al., 2013; MARSH,
PIETRAS e MCALLISTER, 2013). Além disso, apresentam maior proliferacdo e
comportamento migratério (BHOWMICK, NEILSON e MOSES, 2004).

No cancer de mama invasivo, as células mioepiteliais e a membrana basal sdo
invadidas, deixando as células tumorais em contato direto com o estroma intersticial
remodelado, que compreende fibroblastos e miofibroblastos, células vasculares tumorais e um
namero consideravel de células imunes infiltradas, como linfécitos, macréfagos e mastocitos
(Figura 2) (INMAN e BISSELL, 2010).
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Figura 3. Representacdo do estroma ndo-alterado e o microambiente tumoral modificado. A)
Tecido composto por células epiteliais dispostas ordenadamente e células do estroma
contendo fibroblastos e vasos sanguineos; B) Tecido tumoral maligno, em contato com o
estroma remodelado, composto por CAFs, células inflamatdrias, fatores de crescimento,
citocinas e vasos sanguineos. Adaptado de ZHANG e LIU, 2013.

CAFs sdo uma subpopulacdo de fibroblastos ativados (EREZ et al., 2013) capazes de
alterar o microambiente tumoral e o destino das células neoplasicas (OHLUND, ELYADA e
TUVESON, 2014). Esses fibroblastos secretam fatores atuantes na promoc¢éao da angiogénese
e proliferacdo celular como as proteinas da matriz extracelular, metaloproteinases (MMPS)
(MMP-1, MMP-2, MMP-3 e MMP-9), fatores de crescimento, como o fator de crescimento
semelhante a insulina -1 (IGF-1), epitelial (EGF), derivado de plaquetas (PDGF),
transformante -p (TGF-B) e o endotelial vascular (VEGF) além de citocinas, como as
interleucinas (ILs)-1 e 6, a proteina quimioatraente de monocitos -1 (MCP-1) e o fator
derivado de celulas do estroma -1 (SDF-1) (Figura 4) (KALLURI e ZEISBERG, 2006;
LEBRET et al., 2007; SANSONE e BROMBERG, 2011; EREZ et al., 2013; ZHANG e LIU,
2013; AL-ANSARI e ABOUSSEKHRA, 2014; DRAKE e MACLEQOD, 2014).
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Figura 4. Representacdo da liberacdo de fatores de crescimento e quimiocinas pelos
fibroblastos associados ao cancer, capazes de se comunicar com as células neoplasicas,
epiteliais, endoteliais, inflamatérias e pericitos. Adaptado de KALLURI e ZEINSBERG,
2006.

Nesse contexto, sabe-se que CAFs sdo capazes de remodelar a matriz extracelular

TGF- ﬁ

Celulas inflamatorias

(MEC) atraves da alteracdo na expressdo de microRNAs, afetando genes alvos e causando
mudancas como hipometilacio do DNA (OHLUND, ELYADA e TUVESON, 2014). Além
disso, essas células podem causar resisténcia a muitas terapias contra o cancer (OHLUND,
ELYADA e TUVESON, 2014). Um estudo de (RONG et al., 2013) demonstrou que células
de cancer de mama triplo negativas co-cultivadas com CAFs e tratadas com o quimioterapico

taxotere® apresentam aumento da adesdo, invasdo e proliferacdo celular.

3. PROCESSOS PRESENTES NA TUMORIGENESE

A angiogénese é um processo de formagdo de novos vasos sanguineos, a partir de um
endotélio vascular preexistente (CAO et al., 2005; AL-DISSI et al., 2010; FINLEY, DHAR e
POPEL, 2013), que visa o fornecimento de nutrientes e oxigénio permitindo a proliferacéo
das células e consequente crescimento e progressao do tumor (TAKAHASHI e SHIBUYA,
2005; GAVALAS et al., 2013).

Nesse contexto, o crescimento tumoral se inicia lentamente e, a medida que a
disponibilidade de oxigénio e nutrientes diminui, ocorre a ativacdo do “interruptor

angiogénico” (angiogenic switch), caracterizada pelo aumento dos fatores pré-angiogénicos e
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diminuicao dos anti-angiogénicos, garantindo o crescimento exponencial do tumor. Assim, as
células endoteliais quiescentes passam a responder a estimulos de proliferacdo e migragédo
para formagé&o de novos vasos (Figura 5) (BERGERS e BENJAMIN, 2003)

Células quiescentes

&

Peguena tumor
avascularizado
Vaioh

Angiord ) Progressao
NErpEnese tumaral

Figura 5. Representacdo da ativacdo da angiogénese a partir de células quiescentes.
(JARDIM-PERASSI, 2014).
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A formacdo de novos vasos sanguineos pela angiogénese envolve um numero
sequencial de passos e se inicia a partir de capilares pré-existentes no tumor, além disso,
inUmeros fatores participam, como as Angiopoitinas 1 e 2 e seus receptores Tie-1 e Tie-2,
Angiogenina, MMPs, PDGF, fator de crescimento de fibroblastos basico (bFGF), EGF, IGF-
1, citocinas pro-inflamatdrias, entre outros (ARBAB, 2012).

Inicialmente, ocorre a ativagdo de células endoteliais quiescentes por fatores liberados
pelas células tumorais em resposta a condi¢cbes adversas como privacdo de nutrientes e
oxigénio. Posteriormente, fatores de crescimento pré-angiogénicos produzidos e liberados
pelas células tumorais, como VEGF e Angiopoitina-2 atuam na desestabilizac&o inicial dos
vasos pré-existentes e aumento da permeabilidade vascular, levando a degradacdo da
membrana basal e da matriz extracelular, pela sua capacidade de induzir a sintese de enzimas
proteoliticas tais como as matriz metaloproteinases (MMPs) permitindo a remodelacdo do
citoesqueleto, e eventual liberagdo de fatores pro-angiogénicos ligados a matriz. Em seguida,
ocorre a proliferacdo e migracdo das células endoteliais, bem como a formacdo do tubo,
recrutamento e diferenciacdo de células de suporte perivascular (pericitos). Nessa etapa

inimeros fatores estdo envolvidos como VEGF, Angiogenina, PDGF, bFGF, EGF, entre
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outros. Ao final, ocorre a maturacdo e estabilizacdo dos novos vasos formados, com a
participacdo de fatores como a angiopoitina-1 e seu receptor Tie-2 (Figura 6) (BERGERS e
BENJAMIN, 2003; PRADEEP, SUNILA e KUTTAN, 2005; MILKIEWICZ et al., 2006;
CLAPP et al., 2009; COULON et al., 2011; WEIS e CHERESH, 2011).
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Figura 6. Representacdo das etapas do processo de angiogénese com a participacdo de
inimeros fatores pro-angiogénicos (JARDIM-PERASSI, 2014).

Sabe-se que o crescimento e progressdo de tumores dependem da angiogénese (PARK
et al., 2010; RYKALA et al., 2011) e os CAFs sdo importantes promotores desse processo
(KALLURI e ZEISBERG, 2006), uma vez que secretam diversos fatores pré-angiogénicos,
tais como o VEGF, TGF-B, IL-8 e Leptina (KALLURI e ZEISBERG, 2006; GREENBERG e
RUGO, 2010; ROMON et al., 2010; TANEJA et al., 2010).

O processo inflamatorio contribui para a carcinogénese (SANSONE e BROMBERG,
2011) promovendo uma resposta fisiologica a proliferacdo e remodelacéo tecidual, facilitando
assim a progressdao neoplasica (BALKWILL e MANTOVANI, 2001; SERVAIS e EREZ,
2013). Caracteristicas inflamatorias como a infiltragdo de leucdcitos no microambiente,
ativacdo da angiogénese, alem de niveis elevados de quimiocinas e citocinas sdo observados
em todos os tumores solidos (MANTOVANI et al., 2008; SERVAIS e EREZ, 2013).

O microambiente € um sistema dindmico, e portanto, formado em grande parte por

celulas inflamatdrias que liberam suas citocinas. A interagdo desses fatores pode estimular a
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proliferacdo e sobrevivéncia de células com danos no DNA, e o acimulo dessas e outras
alteracBes genéticas permitem a evolucdo para a malignidade (Figura 7) (CONDEELIS e
POLLARD, 2006). Algumas células que regulam a expressdo de citocinas e quimiocinas para
ajudar no recrutamento de células inflamatorias e agir contra as células tumorais atuam de
maneira contraria no microambiente tumoral, utilizando esses fatores para promover o
crescimento e a progressdo tumoral (RICHMOND e THOMAS, 1986). Além disso, as células
tumorais sdo capazes de evadir 0s principais mecanismos de acdo do sistema imunolégico, se

beneficiando com a inflamagéo no microambiente tumoral (COUSSENS e WERB, 2002).
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Figura 7. Representagédo do tecido ndo-alterado e do tumor invasivo. A. Tecido ndo-alterado
com sua arquitetura organizada. B. Carcinoma invasivo com arquitetura desorganizada,
presenca excessiva de vasos sanguineos e linfaticos e matriz extracelular remodelada que
interagem com outros tipos celulares. Adaptado de COUSSENS e WERB, 2002.

CAFs tem capacidade de orquestrar a inflamagdo relacionada ao tumor. Um dos
mecanismos pelos quais os CAFs regulam a inflamagdo no tumor € através da secrecdo de
citocinas e quimiocinas que recrutam e modulam a fungéo de células imunolégicas do sistema
inato e adaptativo no microambiente tumoral.

As citocinas pertencem a uma diversificada familia de pequenas proteinas sollveis,
expressas por Varios tipos de células e tecidos (WILCZYNSKI, 2006) e tém sido associadas
ao cancer, desempenhando papel chave no recrutamento e posicionamento de leucécitos na
carcinogénese (NICOLINI, CARPI e ROSSI, 2006), afetando significativamente o
crescimento de tumores in vivo. Por outro lado, além de serem liberadas pelas células

inflamatdrias, também podem ser produzidas por células tumorais, representando uma rede
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variavel de moléculas estrutural e funcionalmente diferentes que podem atuar como fatores de
crescimento ou inibicao tumoral (ABBAS, LICHTMAN e POBER, 1994).

Nesse contexto, os fibroblastos ativados e células inflamatorias secretam enzimas
proteoliticas e citocinas que sdo mitogénicos para células neoplasicas. Esses fatores
potencializam o crescimento do tumor, estimulando a angiogénese, induzindo a migracéo e
maturacdo de fibroblastos, permitindo assim a propagacdo metastatica (COUSSENS e
WERB, 2002).

Apoptose € um processo de morte celular complexo que envolve a expressdo de
fatores pro-apoptoticos e a inibicdo de fatores anti-apoptdticos. As alteracdes celulares
observadas sdo consequéncia de uma cascata de eventos moleculares e bioguimicos
especificos e geneticamente regulados (LOWE e LIN, 2000; GRIVICICH et al., 2007).
Defeitos no mecanismo de regulacdo desse processo contribuem para o crescimento de células
anormais representando um importante fator no desenvolvimento e progressdao do cancer
(LUANPITPONG et al., 2013).

A apoptose pode ocorrer por estimulos externos através da interacdo de receptores e
ligantes da familia do fator de necrose tumoral (TNF, Fas ligand, TRAIL). Sua ativacao induz
0 recrutamento da caspase-8 que ird ativar a caspase-3 (BHATTACHARIEE et al., 2012;
ULUKAYA et al., 2014). Essa caspase desempenha importante papel na execugdo da
apoptose por meio da producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio que esgotam as
defesas antioxidantes da célula, gerando uma condicdo de estresse oxidativo, e consequente
danos no DNA e morte celular (EL-AZIZ et al., 2005).

O processo de apoptose também pode ser iniciado por estimulos internos como
privacdo de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia ou ativacdo de oncogenes
(GRIVICICH et al., 2007). O citocromo c representa um papel crucial nesse processo.
Quando estimulado, o citocromo c € liberado no citosol onde se liga a Apaf-1 e a pro-caspase-
9 para a formagdo do apoptossomo (HUTTEMANN et al., 2011; CHEN et al., 2014). Pro-
caspases executoras sdo ativadas pelo apoptossomo, ocorrendo a liberacdo da caspase-3
(YUAN et al., 2011).

4. MELATONINA

A melatonina é um horménio conhecido como N-acetil-5-metoxitriptamina, produzido e
secretado principalmente pela glandula pineal (ZAMFIR CHIRU, POPESCU e GHEORGHE,

2014), que possui diversas funcdes fisioldgicas, dentre as quais se destaca a cronobioldgica
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(SOUSA-NETO, 2005; MAGANHIN et al., 2008). Além disso, a melatonina atua sobre o
sistema reprodutor, cardiovascular, sistema imunolégico, no crescimento e envelhecimento
(MAGANHIN et al., 2008; PANDI-PERUMAL et al., 2013), além de possuir importante
papel em processos patoldgicos, incluindo o cancer (LUCHETTI et al., 2010).

LUCHETTI et al., 2010 mostraram que a melatonina é eficaz na inibicdo do
crescimento tumoral in vitro e in vivo, sendo que essa capacidade em neutralizar o
crescimento tumoral faz parte de um amplo espectro de mecanismos envolvidos
(MEDIAVILLA et al., 2010).

Diversos mecanismos de acdo da melatonina tém sido propostos, sugerindo-se
aumentar a imunidade local (LUCHETTI et al., 2010; ALVAREZ-GARCIA et al., 2012), a
capacidade antioxidante celular (MIRUNALINI S, DHAMODHARAN G., 2010), expressédo
de genes supressores tumorais (MEDIAVILLA et al., 2010) além da inducdo da apoptose
(Proietti et al., 2011). Alguns estudos demonstram que a melatonina minimiza a inflamacéo,
bloqueando fatores de transcricdo, como o fator nuclear NF-kB inibindo a expressdo de
citocinas e interleucinas pro-inflamatdrias, em especial da ciclooxigenase 2 (COX-2), de
espécies reativas de oxigénio (iNOS), MMPs e do VEGF (LI ET AL., 2005; KORKMAZ,
ROSALES-CORRAL e REITER, 2012).

SASAKI et al., 2002 observaram ainda que a melatonina é capaz de reduzir
significantemente 0s niveis de TNF-a em tumores mamarios humanos. Além disso,
ALVAREZ-GARCIA et al., 2012 propdem que a melatonina regula citocinas que influenciam
no microambiente tumoral. Assim, a melatonina pode ser considerada importante alvo no
controle da progressédo tumoral, criando assim, um caminho promissor para sua utilizagdo

como agente terapéutico no cancer.
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Il. OBJETIVOS

Objetivo geral
e O presente trabalho teve como objetivo avaliar a interagdo dos CAFs em co-cultivo
com linhagens de céncer de mama metéstaticas humana e canina sob a agdo da
melatonina, verificando a expressdao de proteinas relacionadas a angiogénese,

apoptose e ao perfil diferencial de citocinas.

Objetivos especificos

e Determinar a eficacia da melatonina na viabilidade celular das linhagens MDA-MB-
231 e CF-41;

e Avaliar a expressdo proteica dos fatores envolvidos nos processos de angiogénese,
apoptose e inflamacdo antes e ap6s o tratamento com melatonina nas linhagens MDA-
MB-231 e CF-41 e em co-cultivo com CAFs;

e Identificar as vias de sinalizacdo celular das proteinas diferencialmente expressas apos

o tratamento com melatonina por ferramentas de  bioinformatica
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I1l.  CAPITULOS

Os resultados referentes aos objetivos desta dissertacdo serdo apresentados a seguir na
forma de dois artigos cientificos, conforme as normas de publicagdes especificas de cada
periddico:

Artigo |
Titulo: Interacdo de fibroblastos associados ao cancer com a linhagem tumoral triplo-negativa
MDA-MB-231 em resposta ao tratamento com melatonina

Autores: Larissa Bazela Maschio; Gabriela Bottaro Gelaleti; Marina Gobbe Moschetta; Thaiz

Ferraz Borin; Bruna Victorasso Jardim-Perassi; Newton Antonio Bordin Junior; Rosimeire
Aparecida Roela; Juliana Ramos Lopes; Lizandra Akina Corréa; Jéssica Picinin Cardoso;
Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari.

Periddico: BMC Cancer (a ser submetido)

Artigo 11
Titulo: Interacdo de fibroblastos associados ao cancer (CAFs) com linhagem metastatica
canina (CF-41) em resposta ao tratamento com melatonina

Autores: Larissa Bazela Maschio; Gabriela Bottaro Gelaleti; Giovanna Rossi Varallo; Marina

Gobbe Moschetta; Thaiz Ferraz Borin; Bruna Victorasso Jardim-Perassi; Juliana Ramos
Lopes; Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari.
Periddico: Anti-Cancer Agentsin Medicinal Chemistry (a ser submetido)
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RESUMO

Introducdo: Fibroblastos associados ao cancer (CAFs) sdo as células mais abundantes no
microambiente tumoral, capazes de secretar fatores de crescimento e atuar na progressao
tumoral. O hormdnio melatonina tem sido associado a diversos mecanismos de acdo com
efeitos oncostaticos e oncoprotetores, além de participar da reducdo da sintese de fibroblastos
circundantes e células endoteliais no cancer de mama. Os objetivos deste estudo foram
determinar a eficicia da melatonina na viabilidade celular e na expressdo de proteinas
envolvidas nos processos de angiogénese, inflamacdo e apoptose na linhagem tumoral
mamaria triplo negativa (MDA-MB-231) e no co-cultivo com CAFs, a fim de tracar as
principais vias de sinalizacdo das proteinas atuantes no processo tumorigénico moduladas pela
melatonina. Materiais e Métodos: A viabilidade celular foi mensurada pelo teste de MTT e a
expressdo proteica pelo Membrane Antibody Array no extrato e sobrenadante celulares das
culturas ap6s o tratamento com melatonina. Resultados: O tratamento com 1 mM de
melatonina por 48 horas reduziu a viabilidade celular em MDA-MB-231, CAFs e no co-
cultivo (p < 0,05). A andlise proteica semiquantitativa apds tratamento com melatonina
mostrou reducdo da expressdo das proteinas EGF, ENA-78 bFGF, IL-8, Leptina, MCP-1,
PDGF-bb, IL-6 e aumento da TIMP-1, IL-6, VEGF, TGF-B e trombopoietina, envolvidas na
angiogénese. Reducdo da Angiopoietina-2, MMP-1, MMP-9, PECAM-1, TIE-2, TNF-a,
UPAR, GM-CSF, IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-15, MCP-2, MDC, MIP-1 delta, SDF-
1, TARC, Oncostatin M e aumento da 1-309, SCF, IL-4 e MCP-3, atuantes na inflamacao e,
aumento das proteinas apoptoticas citocromo C, DR6, IGFBP-3, IGFBP-5, IGFBP-6, livina,
p21, p53, TNF-RII, xIAP, hTRA, HPS27, IGF-1R e BIM comparadas ao grupo controle
veiculo (p < 0,05). A anélise por bioinformatica indicou que as proteinas diferencialmente
expressas estdo inseridas nas vias de sinalizagdo cytokine-cytokine receptor interaction, jak-
STAT e na via do cancer (p < 0,05). Conclusdes: A melatonina mostrou-se eficaz na reducao
da viabilidade celular, na inibicdo de proteinas angiogénicas e inflamatorias e inducdo da
expressao de proteinas apoptoticas nas celulas MDA-MB-231 e na interacdo com CAFs, o
que determina sua influéncia do microambiente tumoral e potencial valor terapéutico no

cancer de mama.

Palavras-chave: cancer de mama, fibroblastos, microambiente tumoral, angiogénese,

inflamacdo, apoptose, melatonina.



40

INTRODUCAO

O cancer de mama representa um problema de saide mundial, sendo a neoplasia mais
comum e com maior taxa de mortalidade entre as mulheres [1, 2] em paises desenvolvidos. A
alta taxa de mortalidade se deve a progressdo tumoral e surgimento de metastases, que é
requerida neovascularizacdo [3]. Além disso, a presenca de mdltiplas subpopulacdes de
células genotipica e/ou fenotipicamente distintas em um U(nico tumor modulam o
comportamento das células tumorais [4-6], que atuam favoravelmente fatores pro-
inflamatorios e anti-apoptoticos [7].

A heterogeneidade do microambiente tumoral se caracteriza pela presenca de células
neoplasicas associadas a fibroblastos, miofibroblastos, pericitos, células endoteliais e uma
variedade de células inflamatdrias [8, 9]. Os fibroblastos sdo as células mais abundantes no
estroma do tecido mamario [10], sendo considerado um dos principais componentes celulares
que contribuem para o desenvolvimento do tumor [6, 11]. No inicio da tumorigénese, 0s
fibroblastos atuam contra a progressao tumoral, no entanto, com 0 avango do processo, sao
subvertidos para promocdo do crescimento tumoral, sendo denominados fibroblastos
associados ao cancer (CAFs) [12-16].

CAFs sdo uma subpopulacdo de fibroblastos ativados [17] que secretam proteinas da
matriz extracelular e metaloproteinases (MMPs) (MMP-1, MMP-2, MMP-3 e MMP-9),
fatores de crescimento, como o fator de crescimento semelhante a insulina -1 (IGF-1),
epitelial (EGF), derivado de plaquetas (PDGF), transformante -B (TGF-B) e o endotelial
vascular (VEGF) além de citocinas, como as interleucinas (ILs)-1 e 6, a proteina
quimioatraente de mondcitos -1 (MCP-1) e o fator derivado de células do estroma -1 (SDF-1),
importantes na promogdo da angiogénese e proliferacdo celular [7, 12, 15, 17-21].

Tem sido proposto ainda, importante papel destas células no estabelecimento do
prognostico do cancer de mama, tornando-as importantes alvos nas terapias anti-tumorais por
meio da supressdo de seus efeitos paracrinos [15]

Um novo foco das pesquisas em cancer de mama é o entendimento da relagdo das
moléculas liberadas no ambiente tumoral com a doenca propriamente dita, com o objetivo de
identificar possiveis marcadores preditivos e prognésticos e desenvolver novas estratégias
terapéuticas [22-24]. A maioria das pesquisas atuais focam em bloquear apenas as células
tumorais, entretanto, torna-se importante a descoberta de novas terapias que possam atuar no
microambiente tumoral [22-24].

A melatonina, hormdnio naturalmente produzido e secretado na glandula pineal, tem

comprovada eficacia na inibi¢cdo do crescimento tumoral em estudos in vitro e in vivo [3, 16,
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25]. Atua modulando o sistema imune, agindo na resposta inata, humoral e celular [26], no
bloqueio de fatores de transcricdo como o fator nuclear kappa B (NF-kB), na inibicdo da
expressdo de citocinas pro-inflamatérias [27, 28] e na inducdo da apoptose, pela parada do
ciclo celular [29]. Além disso, Alvarez-Garcia et al. [30] propdem que a melatonina reduz a
producdo de fibroblastos circundantes e células endoteliais no cancer de mama.

Os objetivos desse estudo foram determinar a eficacia da melatonina na viabilidade
celular e na expressdao de proteinas envolvidas nos processos de angiogénese, inflamacéo e
apoptose na linhagem tumoral mamaria triplo negativa (MDA-MB-231) e no co-cultivo com
CAFs a fim de tragar as principais vias de sinalizacdo das proteinas atuantes no processo

tumorigénico moduladas pela melatonina.

MATERIAIS E METODOS
Consideracdes éticas

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto (Parecer no. 354.970).

Cultivo celular

As células da linhagem tumoral mamaria triplo negativa (MDA-MB-231) (ATCC,
Manassas, VA, USA) foram cultivadas em frascos de cultura 75 cm? (Sarstedt, Niimbrecht,
Alemanha) com meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) alta glicose (Cultilab,
Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab,
Campinas, SP, Brasil), penicilina (10.000 unid/mL), estreptomicina (500 pg/mL) (Sgma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e L-glutamina (2 mM) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) em
estufa a 37 °C e 5 % de CO,, até atingirem 80-90 % de confluéncia celular.

Para o estabelecimento de cultura primaria de CAFs, foram coletados fragmentos
tumorais de 0,5 cm? da mama de mulheres (n=7) atendidas no ambulatério de Ginecologia e
Obstetricia do Hospital de Base da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto
(FAMERP) submetidas ao procedimento cirurgico para a retirada do tumor, com diagnéstico
histopatolégico de carcinoma ductal invasivo e sem terapia neoadjuvante com idade de 37 a
70 anos (média 56 anos). Os fibroblastos foram obtidos a partir da técnica de explante, de
acordo com Santos et al. [31], a qual consiste em lavar o tumor em solugdo salina 1X,
microfragmentar e incubar em meio de cultura DMEM baixa glicose e nutriente HAM-F12 na
proporcao de 1:1 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 20 % de SFB, penicilina
(10.000 unid/mL), estreptomicina (500 pg/mL) (Sgma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
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anfotericina B (250 ug/mL) (Sgma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e L-glutamina (2 mM)
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) em estufa a 37 °C e 5 % de CO,, até que as células atinjam
80-90 % de confluéncia.

Apos trés passagens as culturas primérias foram caracterizadas por imunocitoquimica
semiquantitativa como CAFs pela alta expressdo de anti-vimentina, diluicdo 1:100 (Dako),
anti-o actina do musculo liso (a-SMA), diluicdo 1:500 (Abcam) e anti-TGFEp, diluigdo 1:500
(Abcam) e expressdo negativa de anti-citoqueratina, diluicdo 1:500 (Abcam), utilizando o kit
STARR TREK Universal HRP Detection (Medical Biocare, Concord, CA, USA), seguindo as
instrucdes do fabricante.

Apés a caracterizacdo, para a realizacdo das proximas etapas, foram selecionadas as
células de uma paciente de 67 anos de idade, com diagndstico histopatoldgico de carcinoma
ductal invasivo e painel de marcadores imuno-histoquimicos: receptor de estrégeno positivo
(RE+), receptor de progesterona negativo (RP-), HER-2/Neu positivo, indice de proliferacao

celular positivo (Ki-67+) e gene supressor tumoral p53 negativo.

Ensaio de wviabilidade «celular por MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide)

As células MDA-MB-231 e os CAFs foram semeados em placas de 0,31 cm?
(Sarstedt, Numbrecht, Alemanha), com 100 uL de meio contendo 0,05 x 10° MDA-MB-
231/pogo e 0,03 x 10° CAFs/pogo, bem como em co-cultivo, onde foram plaqueadas, 0,04 x
10° MDA-MB-231/pogo em adicdo a 0,01 x 10° CAFs/pogo. As células foram incubadas com
meio contendo diferentes concentragdes de melatonina (Sgma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
(0,001 mM; 0,01 mM; 0,1 mM and 1 mM) e adicionado um grupo veiculo (sem tratamento)
contendo a concentracdo maxima de agente diluente (etanol 0,05 %). Apés 48 horas, 10 uL de
solucdo MTT (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) foi adicionada para cada
poco e as placas foram incubadas a 37 °C durante 4 horas. Para solubilizar os cristais de
formazan MTT, as células foram incubadas com dimetilsulféxido (DMSO) (Sgma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) durante 10 minutos a 37 °C. A absorbancia foi medida em leitor de
ELISA (Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA) a 540 nm. A viabilidade celular (%) foi
calculada para todos 0s grupos, em compara¢cdo com ao grupo veiculo. Todas as amostras

foram realizadas em triplicatas.
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Co-cultivo celular e extracao proteica

O ensaio de co-cultura foi realizado em placas de seis pocos com é&rea de 4,7 cm? por
poco (Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, USA) onde foram plaqueadas 0,5 x 10° células
epiteliais sobre a superficie de cada poco, com meio de cultura j& descrito. Apds 24 horas,
foram inseridos os insertos com membrana de 4,2 cm? e 0,4 pm de poro (Corning Life
Sciences, Tewksbury, MA, USA) e sob os insertos foram plaqueados 0,15 x 10° CAFs, em
meio de cultura ja descrito, mimetizando a proporcao entre células epiteliais e células do
estroma, observada na glandula mamaria (70:30), de acordo com Rozenchan et al. [32]. Apds
24 horas em co-cultivo, 0 meio de cultura foi substituido para meio especifico de tratamento,
e realizado o tratamento com 1 mM de melatonina por 48 horas para posterior quantificacao
proteica.

Para mensuracdo dos niveis proteicos, foram extraidos o lisado celular e o
sobrenadante a partir das células MDA-MB-231 e do co-cultivo com CAFs apés o tratamento
com 1 mM de melatonina e no grupo veiculo. Apds o periodo de 48 horas, as células foram
lavadas com PBS 1X e em seguida foi realizada a lise celular com o tampdo 1X
MILLIPLEX® MAP Lysis Buffer, contendo 1 mM do inibidor de fosfatase (NazVO,) e 1:10
do inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A solucédo foi centrifugada a
5000 G por 10 minutos a 4 °C para precipitagio dos “debris” celulares e coleta do
sobrenadante, sendo posteriormente mantidos a -80 °C. Posteriormente foi coletado o meio
sobrenadante e utilizado o dispositivo de ultrafiltracdo (Amicon®, Merck Millipore, Billerica,
MA, EUA) para concentrar as proteinas presentes no meio. O sobrenadante foi incluido na
coluna contendo filtro no tamanho de trés kDa, e centrifugado a 4000 G por 60 minutos,
proteinas com tamanho maior que trés kDa foram retidas pelo filtro, e posteriormente
quantificadas.

A concentracdo de proteina total para todos os grupos foi quantificada utilizando o
método de bicinchoninic acid (BCA), pelo kit Micro BCA Protein Assay (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA) de acordo com as instrucdes do fabricante.

Quantificacdo da expressio protéica

Para quantificacdo proteica, foram utilizados os kits Human Angiogenesis Array Cl1,
Custom C-series Human Cytokine Antibody Array e Human Apoptosis Array C1 (RayBiotech,
Norcross, GA, EUA) (Tabelas 1, 2 e 3). Todas as amostras foram incluidas em duplicata,

contendo controles positivos e negativos.
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As membranas foram incubadas em placas de quatro cavidades com 2 mL de solucéo
de bloqueio tampdo 1X (RayBiotech, Norcross, GA, EUA) por 30 minutos. Foram
adicionados nas membranas 600 ug de proteina de cada grupo e incubadas a 4 °C
“overnight”, sendo 300 ug de proteinas proveniente do lisado celular e 300 ug do
sobrenadante. A solucdo foi descartada e as membranas lavadas trés vezes com tampédo de
lavagem 1 X (RayBio I, RayBiotech, Norcross, GA, EUA), e duas vezes com tampdo de
lavagem 1 X (RayBio Il, RayBiotech, Norcross, GA, EUA) por 5 minutos cada. A solugdo de
biotina conjugada anti-citocinas (RayBiotech, Norcross, GA, EUA) foi adicionada e as
amostras foram incubadas a 4 °C “overnight”. As membranas foram novamente lavadas com
tampdo de lavagem | e Il e incubadas com a solucédo horseradish peroxidase (HRP)
estreptavidina 1000X (RayBiotech, Norcross, GA, EUA) a 4 °C “overnight”. Posteriormente,
as membranas foram novamente lavadas e incubadas por 2 minutos em solugédo de deteccao
(RayBiotech, Norcross, GA, EUA) e foram expostas ao sistema ChemiDoc (BioRad,
Hercules, CA, EUA) e quantificadas espectofotometricamente.

A densidade Optica referente a expressdo de cada proteina foi normalizada com o
controle positivo, estabelecido para cada membrana, e quantificada utilizando o software
ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA).

Tabela 1. Disposi¢cdo das proteinas nas membranas do Kit Human Angiogenesis Array C1,

composto por 20 diferentes citocinas/fatores.

A B C D E F G H
. . . . Angiogenina EGF ENA-78 bFGF
Positivo Positivo Negativo Negativo (ANG) (EGF) (CXCL5) (FGF2)
. . . . Angiogenina EGF ENA-78 bFGF
Positivo Positivo Negativo Negativo (ANG) (EGF) (CXCL5) (FGF2)
GRO IFN gama IGF-1 IL-6 IL-8 Leptina MCP-1 PDGF-BB
(CXCL1) (IFNG) (IGF1) (IL6) (CXCL8) (LEP) (CCL2) (PDGFB)
GRO IFN gama IGF-1 IL-6 IL-8 Leptina MCP-1 PDGF-BB
(CXCL1) (IFNG) (IGF1) (IL6) (CXCL8) (LEP) (CCL2) (PDGFB)
PLGF RANTES TGF-B1 TIMP-1 TIMP-2 Trombopoietina VEGF-A VEGF-D
(PGF) (CCL5) (TGFB1) (TIMP1) (TIMP2) (THPO) (VEGFA) (FIGF)
PLGF RANTES TGF-p1 TIMP-1 TIMP-2 Trombopoietina VEGF-A VEGF-D
(PGF) (CCL5) (TGFB1) (TIMP1) (TIMP2) (THPO) (VEGFA) (FIGF)
Branco Branco Branco Branco Branco Branco Negativo Positivo
Branco Branco Branco Branco Branco Branco Negativo Positivo

Angiogenina; EGF = fator de crescimento epidermal; ENA-78 = Proteina epitelial ativadora de neutréfilos -78;
bFGF = Fator de crescimento de fibroblastos basico; GRO = Oncogene relacionado ao crescimento; IFN gama =
interferon gama; IGF-1= fator de crescimento semelhante a insulina-1; IL-6 = Interleucina-6; IL-8 =
Interleucina-8; Leptina; MCP-1 = Proteina quimioatraente de monécitos-1; PDGF-BB = Fator de crescimento
derivado de plaquetas-BB; PLGF= Fator de crescimento placentario; RANTES; TGF-B1 = Fator de
crescimento transformante beta 1; TIMP-1 = proteina inibidora de metaloproteinase tecidual 1; TIMP-2 =
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proteina inibidora de metaloproteinase tecidual 2; Trombopoietina; VEGF = Vascular Fator de crescimento
vascular endotelial; VEGF-D = Fator de crescimento vascular endotelial D.

Tabela 2. Disposicdo das proteinas nas membranas do Kit Custom Cytokine Antibody Array,

composto por 39 diferentes citocinas/fatores.

A B C D E F
1 Positivo Positivo Negativo Negativo Ang&?\fglf.?f)a'l An(gAloNpé)lﬁlg)a-Z
2 Positivo Positivo Negativo Negativo An&'\?\fgg?f)a'l An(gpl\oNpg:De;[_l;)a-Z
3 IL-4 I-TAC MCP-3 MCP-4 MMP-1 MMP-9
(IL4) (CXCL11) (CCL7) (CCL13) (MMP1) (MMP9)
4 IL-4 I-TAC MCP-3 MCP-4 MMP-1 MMP-9
(IL4) (CXCL11) (CCL7) (CCL13) (MMP1) (MMP9)
5 GM-CSF GRO a IL-3 IL-5 IL-7 IL-10
(CSF2) (CXCL1) (IL3) (IL5) (IL7) (IL10)
6 GM-CSF GRO a IL-3 IL-5 IL-7 IL-10
(CSF2) (CXCL1) (IL3) (IL3) (IL7) (IL10)
7 MDC MIG MIP-1delta SCF SDF-1 TARC
(CCL22) (CXCL9) (CCL15) (KITLG) (CXCL12) (CCL17)
8 MDC MIG MIP-1delta SCF SDF-1 TARC
(CCL22) (CXCL9) (CCL15) (KITLG) (CXCL12) (CCL17)
G H | J K L
1 Angiostatina G-CSF 1-309 IL-1a IL-1B IL-2
(PLG) (CSF3) (CCLY (IL1A) (IL1B) (IL2)
2 Angiostatina G-CSF 1-309 IL-1a IL-1B IL-2
(PLG) (CSF3) (CCLY) (IL1A) (IL1B) (IL2)
3 PECAM-1 TIE-2 TNF-o. uPAR VEGF-R2 VEGF-R3
(PECAM1) (TEK) (TNF) (PLAUR) (KDR) (FLT4)
4 PECAM-1 TIE-2 TNF-o. uPAR VEGF-R2 VEGF-R3
(PECAM1) (TEK) (TNF) (PLAUR) (KDR) (FLT4)
5 IL-12p40 IL-12p70 IL-13 IL-15 MCP-2 M-CSF
(IL12B) (IL12A) (IL13) (IL15) (CCL8) (CSF1)
6 IL-12p40 IL-12p70 IL-13 IL-15 MCP-2 M-CSF
(IL12B) (IL12A) (IL13) (IL15) (CCL8) (CSF1)
7 | Oncostatina M Branco Branco Branco Branco Branco
8 | Oncostatina M Branco Branco Branco Branco Branco

Angiopoietina-1; Angiopoietina-2; Angiostatina; G-CSF = Fator estimulador de coldnias de granulécitos; I-
309/CCL1 = Citocina ligante 1; IL-1a = Interleucina-1 alfa; IL-1f = Interleucina-1 beta; IL-2 = Interleucina-2;
IL-4 = Interleucina-4; I-TAC = citocina alfa de células T induzida por interferon; MCP-3 = Proteina
quimioatraente de mondcitos-3; MCP-4 = Proteina quimioatraente de mondcitos-4; MMP-1 = Melatoproteinase-
1; MMP-9 = Metaloproteinase-9; PECAM-1 = Molécula de adesdo celular endotelial de plaquetas; TIE-2 =
Receptor de proteina tirosina quinase-2 ; TNF-o = Fator de necrose tumoral alfa; uPAR = Receptor de
uroquinase; VEGFR-2 = Fator de crescimento vascular endotelial receptor-2; VEGFR-3 = Fator de crescimento
vascular endotelial receptor-3; GM-CSF = Fator estimulador de coldnias de granuldcitos e mondcitos; GRO-o =
Oncogene relacinado ao crescimento alfa; IL-3 = Interleucina-3; IL-5 = Interleucina -5; IL-7 = Interleucina-7;
IL-10 = Interleucina-10; IL-12p40 = Interleucina-12p40; IL12p70 = Interleucina-12p70; IL-13 = Interleucina-13;
IL-15 = Interleucina-15; MCP-2 = Proteina quimioatraente de mondcitos-2; M-CSF = Fator estimulador de
colbnias de macréfagos; MDC = Quimiocina derivada de macréfagos; MIG = Monocina induzida pelo interferon
gama; MIP-1-delta = Proteina inflamatdria de macréfagos-1 delta; SCF = Fator de célula-tronco; SDF-1= Fator
derivado de células estromais-1; TARC = Quimiocina do timo regulada por ativagao; Oncostatina-M.
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Tabela 3. Disposicdo das proteinas nas membranas do Kit Human Apoptosis Array C1,

composto por 43 diferentes fatores.

A B C D E F G
1 Positivo Positivo Negativo Negativo Branco Branco 5)';‘5)
2 Positivo Positivo Negativo Negativo Branco Branco 5’325
5| cpao U%[X‘,SD CIAP-2 cytoC DR6 Fas Fas ligand
(CD40) (CD40LG) (BIRC3) (CYCS (TNFRSF21) (FAS (FASLG)
CD40 .
4 CD40 LIGAND ClAP-3 cytoC DR6 Fas Fas ligand
(CD40) (CD40LG) (BIRC3) (CYCS (TNFRSF21) (FAS (FASLG)
5 IGFBP-1 IGFBP-2 IGFBP-3 IGFBP-4 IGFBP-5 IGFBP-6 IGF-1R
(IGFBP1) (IGFBP2) (IGFBP3) (IGFBP4) (IGFBP5) (IGFBP6) (IGF1R)
6 IGFBP-1 IGFBP-2 IGFBP-3 IGFBP-4 IGFBP-5 IGFBP-6 IGF-1R
(IGFBP1) (IGFBP2) (IGFBP3) (IGFBP4) (IGFBP5) (IGFBP6) (IGF1R)
TRAIL R2 TRAIL R3 TRAIL R4
TNF-RII TNF-o TNF-B TRAIL R1
7 (TNFRSF1B) (TNF) (LTA) (TNFRSF10A) (TNFF;SFlOB (TNFR)SFlOC (TNFR)SFlOD
TRAIL R2 TRAIL R3 TRAIL R4
TNF-RII TNF-o TNF-B TRAIL R1
8 (TNFRSF1B) (TNF) (LTA) (TNFRSF10A) (TNFF;SFlOB (TNFR)SFlOC (TNFR)SFlOD
H | J K L M N
1 BAX BCL-2 BCL-W BID BIM Caspase-3 Caspase-8
(BAX) (BCL2) (BCL2L2) (BID) (BCL2L11) (CASP3) (CASPS)
5 BAX BCL-2 BCL-W BID BIM Caspase-3 Caspase-8
(BAX) (BCL2) (BCL2L2) (BID) (BCL2L11) (CASP3) (CASP8)
3 Branco HSP27 HSP60 HSP70 hTRA IGF-1 IGF-2
(HPSB1) (HPSA14) |  (HPSA4) (HTRA1) (IGF1) (IGF2)
4 Branco HSP27 HSP60 HSP70 hTRA IGF-1 IGF-2
(HPSB1 (HPSA14) |  (HPSA4) (HTRA1) (IGF1) (IGF1)
5 Livin p21 p27 p53 SMAC Survinina TNF-RI
(BIRC?) (CDKN1A) | (SSSCA1) (TP53) (DIABLO) (BIRC5) (TNFSR1A)
6 Livin p21 p27 p53 SMAC Survinina TNF-RI
(BIRC?) (CDKN1A) | (SSSCA1) (TP53) (DIABLO) (BIRC5) (TNFSR1A)
7 (;((II'XIF;) Branco Branco Negativo Negativo Negativo Positivo
8 (;((IIIXIF;) Branco Branco Negativo Negativo Negativo Positivo

BAD = Agonista de morte celular associado a BCL2; BAX = Proteina X associada a BCL-2; BCL-2 = Linfoma
de células B-2; BID = BID = Agonista de morte que interage com o dominio BH3; caspase-3; caspase-8; CD40;
CDA40 ligand = Ligante CD40; clAP-2 = inibidor de apoptose cellular-2; cytoC = Citocromo C; DR6 = Receptor
de morte 6; Fas = Primeiro sinal de apoptose; Fas ligand = Ligante do primeiro sinal de apoptose (Superfamilia
do TNF, membro 6); HSP27 = Proteina de choque térmico 27; HSP60 = Proteina de choque térmico 60; HSP70
= Proteina de choque térmico 70; hTRA = alta temperatura requerida fator A; BCL-3 = Linforma de células B-3;
IGF-1 = fator de crescimento semelhante a insulina-1; IGF-2 = fator de crescimento semelhante a insulina-2;
IGFBP1 = fator de crescimento semelhante a insulina proteina de ligacdo-1; IGFBP2 = fator de crescimento
semelhante a insulina proteina de ligagdo-2; IGFBP3 = fator de crescimento semelhante a insulina proteina de
ligacdo-3; IGFBP4 = fator de crescimento semelhante a insulina proteina de ligagdo-4; IGFBP5 = fator de
crescimento semelhante a insulina proteina de ligagdo-5; IGFBP6 = fator de crescimento semelhante a insulina
proteina de ligagdo-6; IGF-1sR = fator de crescimento semelhante a insulina receptor-1; Livin; p21; p27; p53;
SMAC = segundo ativador derivado de mitocondrias de caspases; Survinina; TNF-o = Fator de necrose tumoral
alfa; TNF-B = Fator de necrose tumoral beta; TNF-RI = Fator de necrose tumoral receptor-I; TNF-RII = Fator de
necrose tumoral receptor-1l; TRAIL R1 = Receptor-1 do ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF;
TRAIL R2 = Receptor-2 do ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF ; TRAIL R3 = Receptor-3 do ligante
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indutor de apoptose relacionado ao TNF; TRAIL R4 = Receptor-4 do ligante indutor de apoptose relacionado ao
TNF; xIAP = Proteina inibidora de apoptose ligada ao X.
Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos em média + erro padrdo da média como comparacao
entre o tratamento com melatonina e o grupo veiculo utilizando-se o teste t de Sudent e
andlise de Variancia (ANOVA), seguida de teste de Bonferroni com o software GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA). Valores de p < 0,05 foram considerados

significantes.

Bioinformatica

Apo6s a analise proteica semiquantitativa, as proteinas diferencialmente expressas
foram submetidas a analise de bioinformatica, através do software Sring 9.1 database
(http://string-db.org/) e  concomitantemente  dispostas no  software = KEGG
(http://lwww.kegg.jp/), sendo reproduzidas as vias de sinalizagdo as quais estavam inseridas.
Esse procedimento foi realizado para os grupos controle e tratado com 1 mM de melatonina

em ambos os cultivos celulares.

RESULTADOS
Reducéo da viabilidade celular das c8ulas MDA-MB-231, CAFs e co-cultivo ao tratamento
com 1 mM de melatonina

Para avaliar a atividade antitumoral da melatonina, foi realizado o teste de viabilidade
celular nas células da linhagem MDA-MB-231, nos CAFs e na co-cultura apds o tratamento
com o horménio. A melatonina foi capaz de reduzir a viabilidade celular da linhagem MDA-
MB-231 em todas as concentracdes testadas, sendo a concentracdo farmacoldgica de 1 mM

capaz de reduzir a viabilidade celular em 58 % ap6s 48 horas (p < 0,05) (Figura 1).
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Figura 1 — Reducdo da viabilidade celular da linhagem MDA-MB-231. Efeito inibitorio
da melatonina sobre a viabilidade das ceélulas MDA-MB-231. As células foram tratadas nas
concentragdes de 0,001 mM, 0,01 mM, 0,1 mM e 1 mM de melatonina e a viabilidade celular
mensurada pelo ensaio de MTT. O tratamento foi realizado por 48 horas, com reducdo de 58
% da viabilidade celular em relacdo ao veiculo. A coluna preta representa o grupo veiculo,
sem tratamento. As colunas brancas correspondem as células tratadas com diferentes
concentracdes de melatonina. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média
(*) ANOVA valor significativo seguido de Bonferroni.

A concentracdo de 1 mM de melatonina foi eficaz na reducdo da viabilidade celular
dos CAFs isolados e em co-cultivo com a linhagem MDA-MB-231, reduzindo 44 % e 48 %
respectivamente, ap0s tratamento por 48 horas em relagdo ao grupo veiculo (p < 0,05; Figura
2).
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Figura 2 — Reducéo da viabilidade celular dos CAFs e da co-cultura. A: Efeito inibitorio
da melatonina sobre a viabilidade dos CAFs, com reducédo de 44 % da viabilidade celular em
relacdo ao veiculo. B: Efeito inibitério da melatonina sobre a viabilidade das células em co-
cultura, com reducédo de 48 % da viabilidade celular em relagdo ao veiculo. As células foram
tratadas na concentracdo de 1 mM de melatonina e a viabilidade celular mensurada pelo



49

ensaio de MTT. O tratamento foi realizado por 48 horas. A coluna preta representa 0 grupo
veiculo, sem tratamento. A coluna branca corresponde as células tratadas com 1 mM de
melatonina. Os dados sdo apresentados como média * erro padrdo da média (*) Teste T de
student.

Proteinas diferencialmente expressas apds tratamento com 1 mM de melatonina
Proteinas angiogénicas

Nas células MDA-MB-231, ap6s tratamento com 1 mM de melatonina houve redugéo
estatisticamente significante de sete proteinas envolvidas no processo de angiogénese tumoral,
conforme apresentado na Figura 3A. Além disso, foi observado aumento da proteina
inibidora de metaloproteinase tecidual 1 (TIMP-1) (p = 0,005) e IL-6 (p = 0,04) (Figura 3A).

Na co-cultura, houve reducdo significante da expressdo da proteina MCP-1/CCL2
(p=0,006), IL-6 (p=0,03) e aumento da expressao das proteinas: leptina (p=0,009), VEGF
(p=0,01), TGF-B (p=0,03) e trombopoictina (THPO) (p=0,04) nas células tratadas com 1 mM

de melatonina por 48 horas em relacdo as células controle (Figura 3B).
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Figura 3 — Proteinas angiogénicas diferencialmente expressas nas células MDA-MB-231
e no co-cultivo com CAFs mensuradas no Kit Human Angiogenesis Array. A. Linhagem
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tumoral mamaria MDA-MB-231, B. Co-cultura de MDA-MB-231 e CAFs. As colunas pretas
representam os grupos tratados com veiculo (controle). As colunas brancas correspondem as
células tratadas com 1 mM de melatonina por 48 horas. Os dados s&o apresentados como
média * erro padrdo da média (*) Teste T de student.

Proteinasinflamatorias

A anélise semi-quantitativa das proteinas pré e antiinflamatorias mostrou reducéo
estatisticamente significante de 19 proteinas pro-inflamatorias nas células MDA-MB-231
apos tratamento com 1 mM de melatonina em relacdo ao grupo controle (p < 0,05), conforme
apresentado na Figura 4A. Além disso, houve aumento a proteina 1-309 (CCL1) (p=0,03)
(Figura 4A).

Na co-cultura, sete proteinas pro-inflamatérias tiveram sua expressao estatisticamente
reduzida (p < 0,05) quando as células foram tratadas com 1 mM de melatonina por 48 horas e
as proteinas IL-4 (p = 0,02), MCP-3 (CCL7) (p = 0,02) e fator de células tronco (SCF) (p =

0,04) apresentaram maior expressao (p < 0,05), conforme apresentado na Figura 4B.
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Figura 4 — Proteinas inflamatdrias diferencialmente expressas nas células MDA-MB-231
e no co-cultivo com CAFs mensuradas no Kit Custom Cytokine Antibody Array. A.
Linhagem tumoral maméaria MDA-MB-231, B. Co-cultura de MDA-MB-231 e CAFs. As
colunas pretas representam os grupos tratados com veiculo (controle). As colunas brancas
correspondem as células tratadas com 1 mM de melatonina por 48 horas. Os dados sdo
apresentados como média + erro padrdo da média (*) Teste T de student.

Proteinas apopt6ticas
Nas células MDA-MB-231 houve aumento estatisticamente significante de 12
proteinas envolvidas na via pré-apoptotica (p < 0,05) e reducdo da proteina caspase-3 (p =

0,04) apds tratamento com 1 mM de melatonina com relagcdo ao grupo controle conforme
apresentado na Figura 5A.
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Na co-cultura, houve aumento da expressao das proteinas de choque térmico 27
(HSP27) (p = 0,04), BIM (p = 0,05) e IGF-1R (p = 0,02) e reducdo da expressao do receptor
Il do fator de necrose tumoral (TNF-RII) (p = 0,03) ap6s o tratamento com 1 mM de
melatonina por 48 horas (Figura 5B).
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Figura 5. Proteinas apoptoticas diferencialmente expressas nas células MDA-MB-231 e
no co-cultivo com CAFs mensuradas no Kit Human Apoptosis Array C1. A. Linhagem
tumoral mamaria MDA-MB-231, B. Co-cultura de MDA-MB-231 e CAFs. As colunas pretas
representam os grupos veiculos, sem tratamento. As colunas brancas correspondem as células
tratadas com 1 mM de melatonina por 48 horas. Os dados sdo apresentados como média +
erro padrao da média (*) Teste T de student.
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Analise das vias de sinalizagdo apds tratamento com 1 mM de melatonina nas células
MDA-MB-231 e em co-cultivo com CAFs

A analise de bioinformatica mostrou as vias de sinalizacdo na qual as proteinas
diferencialmente expressas ap0s o tratamento com melatonina estdo inseridas. Das 42
proteinas diferencialmente expressas nas células MDA-MB-231, 29 estdo presentes em trés
vias de sinalizacédo relacionadas ao processo tumoral e na via do cancer propriamente dita. As
citocinas EGF, ENA-78/CXCL5, MCP-1/CCL2, PDGF-BB, 1-309/CCL1, MCP-2/CCLS,
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MDC/CCL22, MIP-1 delta/CCL15, SDF-1/CXCL12, TARC/CCL17, DR6 e TNF-RII
participam da via cytokine-cytokine receptor interaction (p < 0,05), enquanto as proteinas IL-
6, leptina, GM-CSF, IL-10, IL-12p40, 1L-12p70, IL-13, IL-15 e OSM participam das vias
cytokine-cytokine receptor interaction e/ou janus kinase/signal transducers and activators of
transcription (Jak-STAT) (p < 0,05). Além disso, as proteinas EGF, bFGF, PDGF-BB MMP-
1, MMP-9, caspase-3, p21, p53, XIAP, e IGF-1sR atuam na via do cancer (p < 0,05) (Figura
6).
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Figura 6. Figura esquematizada pelo Software String representando a rede de interagéo entre
as proteinas diferencialmente expressas nas células MDA-MB-231 ap6s tratamento com 1
mM de melatonina. Circulos em cor azul representam as proteinas com menor expressao apos
o tratamento com melatonina (p < 0,05) e circulos em cor laranja representam as proteinas
altamente expressas apds o tratamento com melatonina (p < 0,05). As setas indicam a
interacdo dessas proteinas conforme ilustrado na legenda.

O co-cultivo das células MDA-MB-231 com CAFs apresentou 20 proteinas
diferencialmente expressas ap0s o tratamento com 1 mM de melatonina, sendo que 14
proteinas estdo presentes em trés vias de sinalizagdo distintas. As citocinas MCP-1, MCP-3,
TARC e TNF-RII atuam na via de sinalizacdo cytokine-cytokine receptor interaction (p <
0,05), as proteinas IL-6, leptina, IL-4, 1L-12p40, e Oncostatina M nas vias cytokine-cytokine
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receptor interaction e/ou jak-STAT (p < 0,05) e as proteinas IL-6, TGF-p, VEGF, MMP-9,
SCF e IGF-1sR estdo inseridas na via do cancer (p < 0,05) (Figura 7).
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Figura 7. Figura esquematizada pelo Software String representando a rede de interagdo entre
as proteinas diferencialmente expressas nas células MDA-MB-231 em co-cultivo com CAFs
apos tratamento com 1 mM de melatonina. Circulos em cor azul representam as proteinas com
menor expressdo apds o tratamento com melatonina (p < 0,05) e circulos em cor laranja
representam as proteinas altamente expressas apds o tratamento com melatonina (p < 0,05).
As setas indicam a interacdo dessas proteinas conforme ilustrado na legenda.
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DISCUSSAO

Diversos estudos com enfoque no cancer de mama abordam apenas as caracteristicas
das células tumorais epiteliais, no entanto sabe-se que o crescimento do tumor € determinado
também pelas celulas presentes no estroma, sendo essa interconexdo moduladora do
comportamento das células tumorais [5, 6, 12, 15, 18, 31].

O efeito inibitério da melatonina na viabilidade celular da linhagem triplo negativa
observado nesse estudo também é evidenciado por Leman et al. [33] e Jardim-Perassi et al.
[3]. Sabe-se que grande parte do efeito inibitério da melatonina na proliferacdo celular do
cancer de mama ocorre pela ligacdo aos receptores de membrana MT1 [34], conectados a
proteina G, os quais atuam na reducdo da proliferacdo e angiogénese e induzem a
diferenciacéo celular [35-37]. Atualmente ndo existem protocolos de tratamento eficazes para
tumores mamarios triplo negativos [38], no entanto, a resposta positiva dessas células a
melatonina € devido em parte pela presenca do receptor MT1 [37, 38], alem de outros

mecanismos [39].
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Quando em co-cultivo, CAFs modulam o microambiente celular, liberando fatores de
crescimento que estimulam a proliferacdo de células epiteliais, tornando-as mais resistentes a
atuacdo de fatores/agentes externos [9]. No entanto, a melatonina também mostrou-se eficaz
na inibicdo da proliferacdo das células MDA-MB-231 em co-cultivo com CAFs. Estudo de
Knower et al. [40] mostrou que fibroblastos primarios, provenientes de pacientes com
carcinoma ductal invasivo, expressam o gene receptor 1 da melatonina (MTNR1A), o que
comprova a acao anti-proliferativa da melatonina no co-cultivo.

As células tumorais apresentam angiogénese sustentada, resisténcia ao processo de
apoptose e adquirem potencial replicativo ilimitado, para isso existem inimeras vias atuando
dentro de um complexo de redes, conhecido como via do cancer [41]. A analise realizada no
Software String mostrou que as proteinas diferencialmente expressas apos o tratamento com
melatonina em ambos os cultivos celulares atuam em trés principais vias: via do cancer,
cytokine-cytokine receptor interaction e Jak/STAT, sendo essas duas inseridas na via do
cancer.

O tratamento com melatonina foi capaz de induzir a reducdo das proteinas pro-
angiogénicas nas células MDA-MB-231 e na co-cultura. Dentre elas, a MMP-1 e MMP-9
envolvidas no desenvolvimento tumoral [42-44], sendo capazes de degradar a matriz
extracelular, permitindo a migracdo, invasdo e metastatizagdo [45]. Diversos estudos tém
confirmado a presenga de MMP-1 e MMP-9 em tumores malignos e de pior prognostico no
cancer [44, 46, 47]. Mao et al. [48] mostraram que a melatonina reduz a expressédo de MMP-
9 em linhagem de cancer de mama RE positiva, em adi¢do, nosso estudo comprovou a agédo
desse horménio também em células tumorais mamarias RE negativas, 0 que sugere a
participagdo da melatonina na inibi¢do da invasao tumoral.

Em contrapartida, foi possivel observar niveis elevados da proteina TIMP-1, inibidor
de metaloproteinases teciduais, quando as células foram tratadas com melatonina.
Corroborando ao nosso achado, Ordofiez et al. [49] mostraram que a melatonina é capaz de
aumentar os niveis proteicos de TIMP-1 no microambiente tumoral de linhagem de carcinoma
hepatocelular.

Nosso estudo mostrou reducdo das proteinas bFGF, proteina com propriedades pro-
angiogénicas envolvida nos processos de proliferacdo e diferenciacdo celular de tecidos
malignos [50-52] e SCF, proteina envolvida no processo de progressao tumoral [53] ap6s o
tratamento com melatonina nas células MDA-MB-231. Assim, a melatonina se mostrou eficaz

na reducdo da proliferacdo celular e na inibicdo da angiogénese.
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A reducdo da expressdo de angiopoietina-2 nas células MDA-MB-231 e reducdo de
TIE-2 nas células MDA-MB-231 e em co-cultivo com CAFs confirma mais uma vez o efeito
anti-angiogénico da melatonina [3,50,51] no cancer de mama. As angiopoietinas 1 e 2
possuem alta afinidade de ligacdo ao receptor TIE-2, sendo que essa ligacdo ativa sinais de
sobrevivéncia para as ceélulas endoteliais, permitindo a maturacdo e manutencdo da
integridade vascular [54, 55].

O IGF-1 é um importante modulador do crescimento celular, diferenciacdo e invaséo
[56, 57] e altos niveis dessa proteina estdo relacionados a elevada proliferacdo celular e
suscetibilidade ao desenvolvimento do cancer de mama [18, 57]. Seu receptor IGF-1R
desempenha importante papel no estabelecimento e manutencdo do fenétipo tumoral e tem
forte atividade anti-apoptética [58]. Nosso estudo mostrou aumento na expressao do receptor
apos o tratamento com melatonina em ambos os cultivos celulares.

Sabe-se que a via de sinalizacdo jak-STAT, é uma via com diversas cascatas
pleiotropicas utilizadas para traduzir diversos sinais de desenvolvimento e homeostase. Em
mamiferos essa via inicia seus mecanismos de sinalizagdo através da ligacdo com citocinas e
fatores de crescimento [59]. A ligacdo da citocina ao seu receptor conduz a dimerizacdo do
receptor, e a subsequente ativacdo da janus kinase (JAK). Residuos de tirosina especificos
sobre receptores sdo fosforilados por Jak, e estes entdo servem como locais de ancoragem
para a familia de transdutores de sinal e ativacao de transcri¢cdo (STAT), e assim translocam-
se para o nucleo celular modulando a expresséo de genes alvo [60].

Existem quatro JAKs (JAK1, JAK2, JAK3 e tirosina-kinase-2 (TYK2)) e todas se
associam com os dominios citoplasmaticos de varios receptores de citocinas, sendo a familia
das STATs formada por sete membros (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSHA,
STAT5b, e STAT6) [59].

A via Jak-STAT tém um papel central na mediacéo da resposta inflamatoria [60] e isso
ocorre devido a todas as citocinas utilizarem essa via como mecanismo de transducgéo de sinal
[59]. As moléculas de STATSs podem ser ativadas por uma variedade de citocinas, no entanto,
possuem alta especificidade, por exemplo, a STATG6 é ativada pelas interleucinas 4 e 13 [60],
além disso, essa via € ainda capaz de modular as vias de sinalizagdo MAPK e PI3k-Akt [61],
que regulam o equilibrio entre sobrevivéncia e morte celular com efeitos diretos sobre o
desenvolvimento de varios tipos de cancer [62].

As citocinas sao associadas ao cancer e desempenham papel chave no recrutamento e
posicionamento de diversas células inflamatorias na carcinogénese [63, 64]. Nosso estudo

mostrou reducdo de diversas citocinas ativas nos processos de proliferacdo, formacdo de
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novos vasos e invasdo das células tumorais, como GM-CSF, SDF-1/CXCL12, MCP-
1/CCL2, PECAM-1 e ENA-78/CXCL5 ap0s o tratamento com melatonina, o que pode ser
corroborado com diversos estudos [65-74].

As proteinas MDC/CCL22, TARC/CCL17 e MCP-2 sdo secretadas por células
inflamatdrias, enquanto a IL-15 e a IL-12 induz a diferenciacdo e proliferacdo de células T,
células B e células natural killers (NK) estimulando neutrofilos, macr6fagos e células
dendriticas [64, 75] e a proteina MIP-1 delta/CCL15, a qual tem papel central na mediacao
trafico de leucacitos e € essencial para as respostas inflamatdrias [76].

Em contrapartida, as células MDA-MB-231 tratadas com melatonina mostraram
aumento da proteina 1-309/CCL1, atuante no processo angiogénico [77] enquanto no co-
cultivo foi observada maior expressdo de MCP-3/CCL7, citocinas presentes nos processos
de proliferacdo celular, angiogénese e formacdo de metastases [78, 79]. A expresséao de IL-
4, citocina antiinflamatéria conhecida por sua atividade antitumoral [80, 81], aumentou na
co-cultura. Nesse contexto, diversos estudos tém sugerido que a melatonina é capaz de
aumentar a imunidade local [25, 30].

Houve aumento da expressao de trombopoietina nas células em co-cultivo, sendo
essa citocina atuante na proliferacdo e diferenciacdo de megacaridcitos. Em estudo de
Pallard et al. [82] foi observado que a trombopoietina ativa a Jak2/Stats. Sabe-se que a
ativacdo da Stat5 esta relacionado com o pior progndéstico no cancer de mama [83, 84].

Ainda ndo hé trabalhos na literatura que relacionam a acdo da melatonina na via jak-
STAT, no entanto, estudos mostram seu efeito modulador no microambiente tumoral,
minimizando a inflamacdo, blogueando fatores de transcricdo como o NF-kf, inibindo a
expressdao de citocinas e interleucinas pré-inflamatorias [85, 86], aumentando assim, a
resposta das células T e liberando citocinas antiinflamatorias [87].

Em contrapartida, demais estudos mostram que citocinas antiinflamatorias exercem
atividades a favor do desenvolvimento e regulagdo tumoral [88-92], sendo capazes de atrair
células do sistema imune, favoraveis a sobrevivéncia e crescimento do tumor [27]. Assim, as
citocinas 1-309/CCL1 e MCP-3 podem ter exercido seu papel pré-inflamatorio no cultivo
celular e como consequéncia, o tratamento com melatonina reduziu seus niveis proteicos
como resposta protetora no cancer de mama.

As proteinas EGF, IL-6 e OSM possuem forte atividade pro-cancerigena devido ao seu
papel na proliferacdo de células tumorais, sobrevivéncia, angiogénese, inflamacao e metastase
[93-96]. A melatonina reduziu a expressdo de EGF e OSM e aumentou os niveis de IL-6 nas

células MDA-MB-231. Por outro lado as células co-cultivadas tiveram reducdo de IL-6 e
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OSM. Estudo de Wendt et al. [61] mostraram que essas trés proteinas se ligam aos seus
receptores e ativam os membros da familia Janus (JAK1, JAK2, ou TYK2) que promovem a
ativacdo da STAT3, modulando a expressdo de fatores da transicdo epitélio-mesenquimal
(EMT) que influenciam na mudanga do fenétipo celular a um tipo celular mais agressivo.

O tratamento com melatonina reduziu a expressdo de IL-10, leptina e PDGF-BB no
grupo MDA-MB-231, e as células co-cultivadas apresentaram aumento da expressdo de
leptina, TGF-B ¢ VEGF. Sansone et al.[7] mostraram que as proteinas leptina, PDGF-BB e
VEGF, associadas a progressdo tumoral e angiogénese [97-100] e IL-10, inibidora da resposta
pré-inflamatoria [99-101], também sdo capazes de acionar a STAT3, responsavel por diversas
atividades imunossupressoras, tais como o blogueio da maturacdo das células dendriticas e a
liberacdo de IL-10.

O TGF-B, quando em altos niveis, correlaciona-se com 0S eventos de invaséo,
angiogénese [101], transformacdo e proliferacdo celular [18] e, pode também ser secretado
por CAFs [11]. Os altos niveis de TGF-p observados no co-cultivo apds o tratamento com
melatonina corrobora com o estudo de Vailhara et al. [102], que mostrou que células tumorais
secretoras de TGF-B como os CAFs, tem grande quantidade de STAT3 fosforilada ativados
pelo receptor gp130. Esse receptor ligado a moléculas especificas do estroma como TGF-p,
contribui para a sobrevivéncia de células de carcinoma de célon.

A alta expressdo de VEGF, leptina e TGF-B no co-cultivo pode indicar resisténcia ao
tratamento e aumento da malignidade das celulas quando em contato com CAFs. CAFs séo
capazes de secretar proteinas que favorecem o crescimento de células tumorais [7, 12, 15, 17-
21], sendo a leptina [103] o VEGF e TGF- [11, 12] alguns exemplos. Dessa forma,
corroborando aos nossos achados, Rong et al.[104] mostraram que o tratamento com o
quimioterapico taxotere em células MDA-MB-231 co-cultivadas com CAFs favorece o
aumento da adeséo, invaséo e proliferacdo celulares.

O tratamento com melatonina reduziu a expressdo de TNF-a e aumentou os niveis de
DR6 e TNF-RII nas células MDA-MB-231, e, houve redugdo dos niveis de TNF-o e TNF-RII
nas células em co-cultivo. O TNF é uma citocina pleiotropica mediadora de respostas
inflamatorias, capaz de regular o metabolismo celular controlando acbes apoptdticas,
proliferativas, pré-inflamatorias, entre outras (MISCIA et al.,, 2002; AGGARWAL et al.,
2014). Essa citocina tem sido detectada em células malignas e/ou células do estroma em
diversos carcinomas humanos [105], induzindo citocinas pro-inflamatdrias [105, 106], além

disso, exerce suas funcdes através da ligacdo com seus receptores TNF-RI e TNF-RII [107].
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Estudo de Miscia et al. [108] mostrou que em células B humanas, 0 TNF-a induz a
ativacdo da Jak que é acompanhada da fosforilacdo da STAT3. Srinivasan et al. [87] mostrou
que a melatonina reduz a expressdo de NF-kB, TNF-a ¢ STAT3 em carcinoma de colon.

A atividade anti-tumoral da melatonina deve-se ainda ao seu efeito pré-apoptotico
[109-113]. A proteina DR6 ¢ um membro da superfamilia do TNF e estd associado a
supressdo da imunidade anti-tumoral e progressdo do tumor [114-116]. A regido intracelular
desse receptor abriga um dominio de morte celular, importante para a transducdo de sinais
apoptoticos [117].

Nosso estudo encontrou ainda aumento das proteinas apoptoticas citocromo C,
IGFBP-3, IGFBP-5, IGFBP-6, p21, p53, livina, XIAP e hTRA e reducdo da caspase-3 nas
células MDA-MB-231 e, quando em co-cultivo, foi observado aumento das proteinas BIM e
HSP27, ap6s o tratamento com 1 mM de melatonina.

O citocromo c apresenta um papel crucial na apoptose. Quando estimulado, é liberado
no citosol onde se liga a Apaf-1 e a pré-caspase 9 para a formacdo do apoptossomo [118,
119]. Wang et al. [120] demonstraram que a melatonina induz a expressdo da Apaf-1 e
estimula a liberacéo de citocromo c, causando a ativacéo das caspases e induzindo a apoptose
em células de cancer de mama.

A familia IGFBP é constituida por seis fatores bem caracterizados (IGFBP-1 a IGFBP-
6) [121]. Kim et al. [122] sugerem que a IGFBP-5 tem um importante papel na diferenciacdo
celular, controlando o crescimento e a apoptose, sendo capaz de ativar as caspases-8 e 9 em
células MDA-MB-231 [123]. Ja a proteina IGFBP-6 atua na regulagdo da migracao celular e
apoptose [124], enquanto a IGFBP-3 atua na inibicdo da proliferagéo celular [125]. Ainda a
proteina hTRA estd envolvida na manutencdo da homeostase mitocondrial, apoptose e
sinalizacdo celular, sendo que sua expressdo reduzida, contraria a observada em nosso estudo,
contribuiria para a sobrevivéncia de células tumorais [126].

A p53 induz a parada do crescimento celular, essencial para a supressdo do tumor,
impedindo dessa forma a proliferacdo de células danificadas [127] o que comprova mais uma
vez a acao pré-apoptotica da melatonina.

Inibidores de apoptose (IAPs) sdo reguladores de morte celular que, entre outras
fungdes, se ligam as caspases e interferem a sinalizagdo através de receptores de morte por
apoptose [128]. A livina e a XIAP sdo membros da familia dos inibidores de apoptose. A alta
expressao de livina esta relacionada com alta taxa de apoptose e reducdo do crescimento

tumoral [129], enquanto a alta expressao de xIAP tem correlacionado ao pior progndéstico de
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pacientes com cancer. Em contraste, outros estudos afirmam que a proteina XxIAP pode ser um
marcador de bom prognostico em tumores de prostata e pulméo [130].

Diversos estudos tém mostrado que essas duas proteinas interferem a acdo da caspase-
3 [128-130] o que corrobora com 0s nossos achados. A caspase-3 desempenha importante
papel na execucdo da apoptose por meio da producdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio que esgotam as defesas antioxidantes da célula, gerando uma condicdo de estresse
oxidativo, e consequente danos no DNA e morte celular [131].

A alta expressdo das proteinas HSPs no co-cultivo apés o tratamento com melatonina
confirma o aumento da malignidade das células quando em contato com os fatores liberados
pelos CAFs, atuantes no microambiente tumoral. Rong et al. [104] relatam que a presenca de
CAFs aumenta a resisténcia a diversos quimioterapicos.

As HSPs sdo proteinas superexpressas em diversas neoplasias e estdo implicadas na
proliferacdo de células tumorais, diferenciacdo, invasdao, metastase e resisténcia ao processo
apoptotico [132]. A HSP27 é uma proteina anti-apoptética cuja expressao € associada ao
progndstico ruim no cancer gastrico, cancer de figado, carcinoma da prostata, osteossarcoma e
cancer de ovario [132-135]. BIM é uma proteina pro-apoptética da familia de BCL2, que
regula a permeabilidade da membrana mitocondrial [136], além disso é um regulador chave
na formacdo de tumores epiteliais, e metastases tumorais [137]. Estudo de Park et al. [138]

mostraram que 1 mM de melatonina reduz a expressdo de BIM em células de cancer renal.

CONCLUSAO

A melatonina é eficaz na redugdo da proliferacdo celular da linhagem tumoral
maméria triplo negativa MDA-MB-231, dos CAFs e na interacdo entre essas células. O
tratamento com 1 mM de melatonina inibe a expressdo de proteinas pro-angiogénicas e
inflamatdrias e induz a expressao de proteinas pro-apoptoticas nas células MDA-MB-231 e na
co-cultura com CAFs, o que confirma sua acao oncostatica, anti-proliferativa e pré-apoptotica
no cancer de mama. Além disso, foi confirmada a influéncia dos CAFs no microambiente
tumoral pela liberacdo de fatores atuantes nos processos de progressédo celular e resisténcia ao

tratamento.

LISTA DE ABREVIACOES

BCA bicinchoninic acid
bFGF Fator de crescimento de fibroblastos basico
CAF Fibroblasto associado ao cancer

DMSO Dimethyl sulfoxide




DR6

EGF
ELISA
ENA-78
GM-CSF
HER-2/Neu
HPS27
HRP

HSP
hTRA
1-309
IGF-1
IGF-1R
IGFBP-3
IGFBP-5
IGFBP-6
IL-10
IL-12p40
IL-12p70
IL-13
IL-15
IL-4

IL-4

IL-6

IL-8

ILs

JAK
Jak-STAT
Ki-67
LEP
MAPK
MCP-1
MCP-2
MCP-3
MDC
MIP-1 delta
MMP-1
MMP-2
MMP-3
MMP-9
MMPs
MTT
NF-kB
OSM

PBS
PDGF
PECAM-1
PI3K-Akt
RE

RP

Receptor de morte 6

Fator de crescimento epitelial

Ensaio imunoenzimatico

proteina epitelial ativadora de neutréfilos-78

Fator estimulador de coldnias de granuldcitos e mondcitos
Receptor do Fator de Crescimento Epidermal 2

Proteina de choque térmico 27

Horseradish peroxidase

Proteina de choque térmico

Alta temperatura requerida A

Citocina ligante 1

Fator de crescimento semelhante a insulina -1

Fator de crescimento semelhante a insulina receptor-1

Fator de crescimento semelhante a insulina proteina de ligacao-3
Fator de crescimento semelhante a insulina proteina de ligagdo-5
Fator de crescimento semelhante a insulina proteina de ligacao-6
Interleucina-10

Interleucina-12p40

Interleucina-12p70

Interleucina-13

Interleucina-15

Interleucina-4

Interleucina-4

Interleucina-6

Interleucina-8

Interleucinas

Janus Kinase

janus kinase/signal transducers and activators of transcription
antigen identified by monoclonal antibody Ki-67

Leptina

Mitogen-activated protein kinases

Proteina quimioatraente de mondcitos-1

Proteina quimioatraente de monocitos-2

Proteina quimioatraente de mondcitos-3

Quimiocina derivada de macrofagos

Proteina inflamatdria de macrdfagos-1 delta
Metaloproteinase-1

Metaloproteinase-2

Metaloproteinase-3

Metaloproteinase-9

Metaloproteinases

3-(4,5-Dimethylthiazol -2-yl)-2,5-di phenyltetrazolium bromide
Fator de transcricao nuclear kappa B

Oncostatina M

Solucdo tampao fosfato salino

Fator de crescimento derivado de plaquetas

Molécula de adesao celular endotelial de plaquetas
Phosphatidylinositol 3' kinase-Akt

Receptor de estrogeno

Receptor de progesterona
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SCF Fator de células tronco

SDF-1 Fator derivado de células do estroma -1

SFB Soro fetal bovino

STAT Sgnal transducers and activators of transcription
TARC Quimiocina do timo regulada por ativagédo
TGF-p Fator de crescimento transformante beta

THPO Trombopoietina

TIE-2 Receptor de proteina tirosina quinase-2

TIMP-1 Proteina inibidora de metaloproteinase tecidual 1
TNF-RI Fator de necrose tumoral receptor-I

TNF-RII Fator de necrose tumoral receptor-11

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa

TYK2 Tirosina-Kinase-2

uPAR Receptor de uroquinase

VEGF Vascular Fator de crescimento vascular endotelial
xIAP Proteina inibidora de apoptose ligada ao X.
a-SMA a actina do musculo liso
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RESUMO

O microambiente da mama canina é composto por diversos tipos celulares, incluindo os
fibroblastos associados ao cancer, que participam do desenvolvimento tumoral. A melatonina,
horménio produzido na glandula pineal, tem apresentado efeitos oncostaticos e oncoprotetores
no cancer de mama. Os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos da melatonina na
viabilidade celular e na expressdo diferencial de proteinas envolvidas nos processos de
angiogénese, inflamacéo e apoptose na linhagem tumoral maméria CF-41 e seu co-cultivo
com CAFs. A viabilidade celular foi mensurada pelo teste de MTT na linhagem CF-41, CAFs
e no co-cultivo e a expressdo proteica pelo Membrane Antibody Array no extrato e
sobrenadante celulares das culturas isoladas e em co-cultivo. Esse estudo mostrou que o
tratamento com 1 mM de melatonina reduziu a viabilidade celular nas células CF-41 (p
<0,05), CAFs e no co-cultivo. A analise proteica semiquantitativa apos tratamento mostrou
aumento da expressdo das proteinas pré-angiogénicas IL-6, IL-8, MCP-1, TIMP-2 e
Angiogenina e reducdo de TIMP-1 (p<0,05), diminuicdo das proteinas inflamatorias, IL-1a,
IL-1B, IL-2, MCP-3, MCP-4, MMP-1, MMP-9, PECAM-1, IL-7, IL-10, IL-12A, IL-12B, IL-
13 e MDC e aumento das proteinas IL-15, MCP-2 e SCF (p < 0,05). Além disso, houve
aumento das proteinas apoptéticas BCL-2, caspase-8, HTRA e SMAC e reducdo de BAD,
TNF-RII, citocromo C, FAS ligante, livina e TNF-a (p < 0,05). A analise por bioinformatica
indicou que as proteinas diferencialmente expressas estdo inseridas nas vias de sinalizagéo
cytokine-cytokine receptor interaction, Jak-STAT e na via do cancer (p < 0,05). Foi observada
a acdo dos CAFs no microambiente tumoral sendo que a melatonina mostrou-se eficaz na
reducdo da proliferacdo celular e na inibicdo de proteinas atuantes nos processos de
progressdo tumoral e inflamacdo e inducdo da expressdo de proteinas apoptoticas, sendo

possivel determinar seu potencial valor terapéutico no cancer de mama.

Palavras-chave: cancer de mama, fibroblastos, cachorro, microambiente tumoral,

angiogeénese, inflamacéo, apoptose.
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INTRODUCAO

A espécie canina é a que apresenta a maior incidéncia de neoplasias mamarias dentre
todos os mamiferos® %, sendo as malignas predominantes, ocorrendo em cerca de 50% dos
casos°.

O microambiente tumoral ¢é formado por células inflamatdrias, endoteliais,
fibroblastos, adipdcitos, entre outras™ °. A interconexdo entre células epiteliais malignas e o
microambiente circundante modulam o comportamento das células tumorais® ’ e participam
dos eventos de transformacdo maligna, indugdo da transicdo epitelial-mesenquimal (EMT),
disseminagdo tumoral e metéstases ®

Os fibroblastos sdo as células mais abundantes no estroma do tecido mamaério® °,
sendo o principal componente do microambiente alterado. Quando ativados sdo conhecidos
como fibroblastos associados ao cancer (CAFs) '° e tém nparticipacdo ativa no

4, 7

desenvolvimento do tumor™ ‘, intermediando respostas inflamatdrias, secretando citocinas,

11-13

quimiocinas, interleucinas e fatores de crescimento além de atuarem na promoc¢do dos

processos de proliferagdo, angiogénese e metastases tumorais® 2.
A melatonina, hormonio naturalmente produzido e secretado na glandula pineal, tem
sido eficaz na inibicdo do crescimento tumoral in vitro e in vivo ***’. A melatonina atua no

I'>'® capacidade antioxidante celular'®, expressdo de genes

aumento da imunidade loca
supressores tumorais® além da inducéo da apoptose?. Estudos demonstram que a melatonina
modula o sistema imune agindo nas respostas imunes especifica e ndo especifica?’, sendo
diretamente relacionada a modulacdo da atividade imunoldgica sobre a producdo de
citocinas®.

Os objetivos desse estudo foram determinar a eficacia da melatonina na viabilidade
celular e na expressdo de proteinas envolvidas nos processos de angiogénese, inflamacéo e
apoptose na linhagem tumoral mamaria CF-41 e no co-cultivo com CAFs a fim de tragar as
principais vias de sinalizacdo das proteinas atuantes no processo tumorigénico moduladas pela

melatonina.

MATERIAIS E METODOS
Consideracdes éticas

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto (Deliberacdo: 010/2013).
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Cultivo celular

As células da linhagem tumoral mamaria metastatica (CF-41) (ATCC, Manassas, VA,
USA) foram cultivadas em frascos de cultura 75 cm? (Sarstedt, Nimbrecht, Alemanha) com
meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) alta glicose (Cultilab, Campinas, SP, Brasil)
suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil),
penicilina (10.000 unid/mL), estreptomicina (500 pug/mL) (Sgma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) e anfotericina-B (250 ug/mL) (Sgma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em estufa a 37 °C
e 5 % de CO,, até atingirem 80-90 % de confluéncia celular.

Para o cultivo celular priméario, foram coletados fragmentos tumorais de
aproximadamente 1,5 cm2 da mama de cadelas (n=7) com idade de 10 a 12 anos (média 13
anos), atendidas em clinicas veterindrias de S&o José do Rio Preto-SP submetidas ao
procedimento cirlrgico para excisdo tumoral. O diagndstico histopatolégico dos tumores
seguiu a classificacdo de Misdorp et al. (1999) pela AFIP (Armed Forces Institute of
Pathology), sendo incluidos apenas tumores malignos. Os fibroblastos foram isolados a partir
da técnica de explante, de acordo com Santos et al.**, cuja técnica consiste em lavar o tumor
em solucdo salina 1X, microfragmentar e incubar em meio de cultura DMEM baixa glicose e
nutriente HAM-F12 na proporc¢do de 1:1 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com
20 % de SFB, penicilina (10.000 unid/mL), estreptomicina (500 pg/mL) (Sgma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), anfotericina B (250 ug/mL) (Sgma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e L-
glutamina (2 mM) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) em estufa a 37 °C e 5 % de CO,, até que
as celulas atinjam 80-90 % de confluéncia.

Apds trés passagens o procedimento imunocitoquimico (kit STARR TREK Universal
HRP Detection (Medical Biocare, Concord, CA, USA) caracterizou as CAFs pela alta
expressao do anticorpo anti-vimentina, diluicdo 1:100 (Dako), anti-a actina do musculo liso
(a-SMA), diluicdo 1:500 (Abcam) e anti-TGFp, dilui¢do 1:500 (Abcam), assim como pela
expressdo negativa do anticorpo anti-citoqueratina, diluicdo 1:500 (Abcam), seguindo as
instrugdes do fabricante.

Ap0s a caracterizacdo, as células com o melhor padrédo de expressdo dos marcadores

foram selecionadas, sendo de uma cadela de 12 anos de idade com carcinoma ductal in situ.

Ensaio de \viabilidade celular por MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide)

As células CF-41 e os CAFs foram semeados em placas de 0,31 cm? (Sarstedt,
Nimbrecht, Alemanha), com 100 uL de meio contendo 0,04 x 10° CF-41/poco e 0,03 x 10°
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CAFs/poco, bem como em co-cultivo, onde foram plaqueadas, 0,03 x 10° CF-41/poco em
adicdo a 0,01 x 10° CAFs/poco. As células foram incubadas com meio contendo diferentes
concentragdes de melatonina (Sgma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (0,001 mM; 0,01 mM; 0,1
mM and 1 mM) e adicionado um grupo veiculo (sem tratamento) contendo a concentracdo
méaxima de agente diluente (etanol 0,05 %). Apo6s 48 horas, 10 uL de solucdo MTT
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) foram adicionadas em cada poco e as
placas foram incubadas a 37 °C durante 4 horas. Para solubilizar os cristais de formazan
MTT, as células foram incubadas com dimetilsulfoxido (DMSO) (Sgma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) durante 10 minutos a 37 °C. A absorbancia foi medida em leitor de ELISA
(Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA) a 540 nm. A viabilidade celular (%) foi calculada para
todos os grupos, em comparacdo com ao grupo veiculo. Todas as amostras foram realizadas

em triplicatas.

Co-cultivo celular e extracao proteica

O ensaio de co-cultivo foi realizado em placas de seis pocos com érea de 4.7 cm? por
poco (Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, USA) onde foram plaqueadas 0,3 x 10° células
epiteliais sobre a superficie de cada poco, com meio de cultura ja descrito. Apos 24 horas,
foram inseridos os insertos com membrana de 4,2 cm? e 0,4 pm de poro (Corning Life
Sciences, Tewksbury, MA, USA) e sob os insertos foram plaqueados 0,09 x 10° CAFs, em
meio de cultura j& descrito, mimetizando a proporcao entre células epiteliais e células do
estroma, observada na glandula maméria (70:30), de acordo com Rozenchan et al.*® Apés 24
horas em co-cultivo, 0 meio de cultura foi substituido para meio especifico de tratamento, e
realizado o tratamento com 1 mM de melatonina por 48 horas para posterior quantificacdo
proteica.

Para mensuracdo dos niveis proteicos, foram extraidos o lisado celular e o
sobrenadante a partir das células CF41 e do co-cultivo com CAFs apds o tratamento com 1
mM de melatonina e no grupo veiculo. Apos o periodo de 48 horas, as células foram lavadas
com PBS 1X e em seguida foi realizada a lise celular com o tampéao 1X MILLIPLEX® MAP
Lysis Buffer, contendo 1 mM do inibidor de fosfatase (Na3VO,) e 1:10 do inibidor de
protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A solucdo foi centrifugada a 5000 G por 10
minutos a 4 °C para precipitagdo dos “debris” celulares e coleta do sobrenadante, sendo
posteriormente mantidos a -80 °C. Posteriormente foi coletado o meio sobrenadante e
utilizado o dispositivo de ultrafiltracdo (Amicon®, Merck Millipore, Billerica, MA, EUA)

para concentrar as proteinas presentes no meio. O sobrenadante foi incluido na coluna
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contendo filtro no tamanho de trés kDa, e centrifugado a 4000 G por 60 minutos, proteinas
com tamanho maior que trés kDa foram retidas pelo filtro, e posteriormente quantificadas.

A proteina total foi quantificada utilizando o método de bicinchoninic acid (BCA),
pelo kit Micro BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) de acordo

com as instrucdes do fabricante, para todos 0s grupos.

Quantificacéo da expressao protéica

Para quantificacdo proteica, foram utilizados os kits Human Angiogenesis Array C1,
Custom C-series Human Cytokine Antibody Array e Human Apoptosis Array C1 (RayBiotech,
Norcross, GA, EUA) (Tabelas 1, 2 e 3). Todas as amostras foram incluidas em duplicata,
contendo controles positivos e negativos.

As membranas foram incubadas em placas de quatro cavidades com 2 mL de solucgéo
de blogueio tampdo 1X (RayBiotech, Norcross, GA, EUA) por 30 minutos. Foram
adicionados nas membranas 600 ug de proteina de cada grupo e incubadas a 4 °C
“overnight”, sendo 300 ug de proteinas proveniente do lisado celular e 300 ug do
sobrenadante. A solucdo foi descartada e as membranas lavadas trés vezes com tampao de
lavagem 1 X (RayBio I, RayBiotech, Norcross, GA, EUA), e duas vezes com tampéo de
lavagem 1 X (RayBio Il, RayBiotech, Norcross, GA, EUA) por 5 minutos cada. A solugéo de
biotina conjugada anti-citocinas (RayBiotech, Norcross, GA, EUA) foi adicionada e as
amostras foram incubadas a 4 °C “overnight”. As membranas foram novamente lavadas com
tampdo de lavagem | e Il e incubadas com a solugdo horseradish peroxidase (HRP)
estreptavidina 1000X (RayBiotech, Norcross, GA, EUA) a 4 °C “overnight”. Posteriormente,
as membranas foram novamente lavadas e incubadas por 2 minutos em solugéo de deteccdo
(RayBiotech, Norcross, GA, EUA) e foram expostas ao sistema ChemiDoc (BioRad,
Hercules, CA, EUA) e quantificadas espectofotometricamente.

A densidade Optica referente a expressdo de cada proteina foi normalizada com o
controle positivo, estabelecido para cada membrana, e quantificada utilizando o software
ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA).

Apds a quantificagdo proteica, as proteinas diferencialmente expressas apds o
tratamento com melatonina foram submetidas a analise de homologia entre as espécies
humana e canina, sendo consideradas para esse estudo aquelas com padrdo de homologia
acima de 80 — 90%.
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Tabela 1. Disposicao das proteinas nas membranas do Kit Human Angiogenesis Array C1,

composto por 20 diferentes citocinas/fatores.

A B C D E F G H
. . . . Angiogenina EGF ENA-78 bFGF
Positivo Positivo Negativo Negativo (ANG) (EGF) (CXCL5) (FGF2)
. . . . Angiogenina EGF ENA-78 bFGF
Positivo Positivo Negativo Negativo (ANG) (EGF) (CXCL5) (FGF2)
GRO IFN gama IGF-1 IL-6 IL-8 Leptina MCP-1 PDGF-BB
(CXCL1) (IFNG) (IGF1) (IL6) (CXCLB) (LEP) (CCL2) (PDGFB)
GRO IFN gama IGF-1 IL-6 IL-8 Leptina MCP-1 PDGF-BB
(CXCL1) (IFNG) (IGF1) (IL6) (CXCLB) (LEP) (CCL2) (PDGFB)
PLGF RANTES TGF-p1 TIMP-1 TIMP-2 Trombopoietina VEGF-A VEGF-D
(PGF) (CCL5) (TGFB1) (TIMP1) (TIMP2) (THPO) (VEGFA) (FIGF)
PLGF RANTES TGF-B1 TIMP-1 TIMP-2 Trombopoietina VEGF-A VEGF-D
(PGF) (CCL5) (TGFB1) (TIMP1) (TIMP2) (THPO) (VEGFA) (FIGF)
Branco Branco Branco Branco Branco Branco Negativo Positivo
Branco Branco Branco Branco Branco Branco Negativo Positivo

Angiogenina; EGF = fator de crescimento epidermal; ENA-78 = Proteina epitelial ativadora
de neutréfilos -78; bFGF = Fator de crescimento de fibroblastos basico; GRO = Oncogene
relacionado ao crescimento; IFN gama = interferon gama; IGF-1= fator de crescimento
semelhante a insulina-1; IL-6 = Interleucina-6; IL-8 = Interleucina-8; Leptina; MCP-1 =
Proteina quimioatraente de mondcitos-1; PDGF-BB = Fator de crescimento derivado de
plaquetas-BB; PLGF= Fator de crescimento placentario; RANTES; TGF-Bf1 = Fator de
crescimento transformante beta 1; TIMP-1 = proteina inibidora de metaloproteinase tecidual
1; TIMP-2 = proteina inibidora de metaloproteinase tecidual 2; Trombopoietina; VEGF =
Vascular Fator de crescimento vascular endotelial; VEGF-D = Fator de crescimento vascular
endotelial D.
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Tabela 2. Disposicdo das proteinas nas membranas do Kit Custom Cytokine Antibody Array,

composto por 39 diferentes citocinas/fatores.

A B C D E F
1 Positivo Positivo Negativo Negativo An&'\?\fgg?f)a'l An(gpl\oNpg:De;[_l;)a-Z
2| Positivo Positivo Negativo Negativo An(gpl\?\lpeog.f_'ln)a'l An(gAONFg:De;[_'S)a'Z
3 IL-4 I-TAC MCP-3 MCP-4 MMP-1 MMP-9
(IL4) (CXCL11) (CCL7) (CCL13) (MMP1) (MMP9)
4 IL-4 I-TAC MCP-3 MCP-4 MMP-1 MMP-9
(IL4) (CXCL11) (CCL7) (CCL13) (MMP1) (MMP9)
5 GM-CSF GRO a IL-3 IL-5 IL-7 IL-10
(CSF2) (CXCL1) (IL3) (IL5) (IL7) (IL10)
6 GM-CSF GRO a IL-3 IL-5 IL-7 IL-10
(CSF2) (CXCL1) (IL3) (IL3) (IL7) (IL10)
7 MDC MIG MIP-1delta SCF SDF-1 TARC
(CCL22) (CXCL9) (CCL15) (KITLG) (CXCL12) (CCL17)
8 MDC MIG MIP-1delta SCF SDF-1 TARC
(CCL22) (CXCL9) (CCL15) (KITLG) (CXCL12) (CCL17)
G H | J K L
1 Angiostatina G-CSF 1-309 IL-1a IL-1B IL-2
(PLG) (CSF3) (CCLY) (IL1A) (IL1B) (IL2)
2 Angiostatina G-CSF 1-309 IL-10 IL-1B IL-2
(PLG) (CSF3) (CCLY) (IL1A) (IL1B) (IL2)
3 PECAM-1 TIE-2 TNF-o. uPAR VEGF-R2 VEGF-R3
(PECAM1) (TEK) (TNF) (PLAUR) (KDR) (FLT4)
4 PECAM-1 TIE-2 TNF-o. uPAR VEGF-R2 VEGF-R3
(PECAM1) (TEK) (TNF) (PLAUR) (KDR) (FLT4)
5 IL-12p40 IL-12p70 IL-13 IL-15 MCP-2 M-CSF
(IL12B) (IL12A) (IL13) (IL15) (CCL8) (CSF1)
6 IL-12p40 IL-12p70 IL-13 IL-15 MCP-2 M-CSF
(IL12B) (IL12A) (IL13) (IL15) (CCL8) (CSF1)
7 | Oncostatina M Branco Branco Branco Branco Branco
8 | Oncostatina M Branco Branco Branco Branco Branco

Angiopoietina-1; Angiopoietina-2; Angiostatina; G-CSF = Fator estimulador de col6nias de
granuldcitos; 1-309/CCL1 = Citocina ligante 1; IL-la = Interleucina-1 alfa; IL-1p =
Interleucina-1 beta; IL-2 = Interleucina-2; IL-4 = Interleucina-4; I-TAC = citocina alfa de
células T induzida por interferon; MCP-3 = Proteina quimioatraente de mondcitos-3; MCP-4
= Proteina quimioatraente de mondcitos-4; MMP-1 = Melatoproteinase-1; MMP-9 =
Metaloproteinase-9; PECAM-1 = Molécula de adesdo celular endotelial de plaquetas; TIE-2 =
Receptor de proteina tirosina quinase-2 ; TNF-a = Fator de necrose tumoral alfa; uPAR =
Receptor de uroquinase; VEGFR-2 = Fator de crescimento vascular endotelial receptor-2;
VEGFR-3 = Fator de crescimento vascular endotelial receptor-3; GM-CSF = Fator
estimulador de col6nias de granulécitos e mondcitos; GRO-0. = Oncogene relacinado ao
crescimento alfa; IL-3 = Interleucina-3; IL-5 = Interleucina -5; IL-7 = Interleucina-7; IL-10 =
Interleucina-10; 1L-12p40 = Interleucina-12p40; 1L12p70 = Interleucina-12p70; IL-13 =
Interleucina-13; IL-15 = Interleucina-15; MCP-2 = Proteina quimioatraente de mondcitos-2;
M-CSF = Fator estimulador de colbnias de macréfagos; MDC = Quimiocina derivada de
macrofagos; MIG = Monocina induzida pelo interferon gama; MIP-1-delta = Proteina
inflamatoria de macrdfagos-1 delta; SCF = Fator de célula-tronco; SDF-1= Fator derivado de
células estromais-1; TARC = Quimiocina do timo regulada por ativacdo; Oncostatina-M.
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Tabela 3. Disposicdo das proteinas nas membranas do Kit Human Apoptosis Array C1,

composto por 43 diferentes fatores.

A B C D E F G
1 Positivo Positivo Negativo Negativo Branco Branco 5)':1‘5
2 Positivo Positivo Negativo Negativo Branco Branco 5’25
5| cpao U%[X‘,SD CIAP-2 cytoC DR6 Fas Fas ligand
(CD40) (CD40LG) (BIRC3) (CYCS (TNFRSF21) (FAS (FASLG)
CD40 .
4 CD40 LIGAND ClAP-3 cytoC DR6 Fas Fas ligand
(CD40) (CD40LG) (BIRC3) (CYCS (TNFRSF21) (FAS (FASLG)
5 IGFBP-1 IGFBP-2 IGFBP-3 IGFBP-4 IGFBP-5 IGFBP-6 IGF-1R
(IGFBP1) (IGFBP2) (IGFBP3) (IGFBP4) (IGFBP5) (IGFBP6) (IGF1R)
6 IGFBP-1 IGFBP-2 IGFBP-3 IGFBP-4 IGFBP-5 IGFBP-6 IGF-1R
(IGFBP1) (IGFBP2) (IGFBP3) (IGFBP4) (IGFBP5) (IGFBP6) (IGF1R)
TRAIL R2 TRAIL R3 TRAIL R4
TNF RII TNF-o TNF-B TRAIL R1
7 (TNFRSF1B) (TNF) (LTA) (TNFRSF10A) (TNFF;SFlOB (TNFR)SFlOC (TNFR)SFlOD
TRAIL R2 TRAIL R3 TRAIL R4
TNF RII TNF-o TNF-B TRAIL R1
8 (TNFRSF1B) (TNF) (LTA) (TNFRSF10A) (TNFF;SFlOB (TNFR)SFlOC (TNFR)SFlOD
H | J K L M N
1 BAX BCL-2 BCL-W BID BIM Caspase-3 Caspase-8
(BAX) (BCL2) (BCL2L2) (BID) (BCL2L11) (CASP3) (CASPS)
5 BAX BCL-2 BCL-W BID BIM Caspase-3 Caspase-8
(BAX) (BCL2) (BCL2L2) (BID) (BCL2L11) (CASP3) (CASP8)
3 Branco HSP27 HSP60 HSP70 hTRA IGF-1 IGF-2
(HPSB1) (HPSA14) |  (HPSA4) (HTRA1) (IGF1) (IGF2)
4 Branco HSP27 HSP60 HSP70 hTRA IGF-1 IGF-2
(HPSB1 (HPSA14) |  (HPSA4) (HTRA1) (IGF1) (IGF1)
5 Livin p21 p27 p53 SMAC Survinina STNF RI
(BIRC?) (CDKN1A) | (SSSCA1) (TP53) (DIABLO) (BIRC5) (TNFSR1A)
6 Livin p21 p27 p53 SMAC Survinina STNF RI
(BIRC?) (CDKN1A) | (SSSCA1) (TP53) (DIABLO) (BIRC5) (TNFSR1A)
7 (;((II'XIF;) Branco Branco Negativo Negativo Negativo Positivo
8 (;((IIIXIF;) Branco Branco Negativo Negativo Negativo Positivo

BAD = Agonista de morte celular associado a BCL2; BAX = Proteina X associada a BCL-2;
BCL-2 = Linfoma de células B-2; BID = BID = Agonista de morte que interage com 0
dominio BH3; caspase-3; caspase-8; CD40; CD40 ligand = Ligante CD40; clAP-2 = inibidor
de apoptose cellular-2; cytoC = Citocromo C; DR6 = Receptor de morte 6; Fas = Primeiro
sinal de apoptose; Fas ligand = Ligante do primeiro sinal de apoptose (Superfamilia do TNF,
membro 6); HSP27 = Proteina de choque térmico 27; HSP60 = Proteina de choque térmico
60; HSP70 = Proteina de choque térmico 70; hTRA = alta temperatura requerida A; BCL-3 =
Linforma de células B-3; IGF-1 = fator de crescimento semelhante a insulina-1; IGF-2 = fator
de crescimento semelhante a insulina-2; IGFBP1 = fator de crescimento semelhante a insulina
proteina de ligacdo-1; IGFBP2 = fator de crescimento semelhante a insulina proteina de
ligacdo-2; IGFBP3 = fator de crescimento semelhante a insulina proteina de ligagédo-3;
IGFBP4 = fator de crescimento semelhante a insulina proteina de ligacdo-4; IGFBP5 = fator
de crescimento semelhante a insulina proteina de ligacdo-5; IGFBP6 = fator de crescimento
semelhante a insulina proteina de ligacdo-6; IGF-1sR = fator de crescimento semelhante a
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insulina receptor-1; Livin; p21; p27; p53; SMAC = segundo ativador derivado de
mitocéndrias de caspases; Survinina; TNF-a = Fator de necrose tumoral alfa; TNF-f3 = Fator
de necrose tumoral beta; STNF RI = Fator de necrose tumoral receptor-I; STNF RII = Fator de
necrose tumoral receptor-1I; TRAIL R1 = Receptor-1 do ligante indutor de apoptose
relacionado ao TNF; TRAIL R2 = Receptor-2 do ligante indutor de apoptose relacionado ao
TNF ; TRAIL R3 = Receptor-3 do ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF; TRAIL
R4 = Receptor-4 do ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF; xIAP = Proteina
inibidora de apoptose ligada ao X.

Analise estatistica

Todos os dados foram expressos em média + erro padrdo da média como comparacao
entre o tratamento com melatonina e o grupo veiculo utilizando-se o teste t de Sudent e
andlise de Variancia (ANOVA), seguida de teste de Bonferroni com o software GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA). Valores de p < 0,05 foram considerados

significantes.

Bioinformatica
Apo6s a analise proteica semiquantitativa, as proteinas diferencialmente expressas
foram submetidas a analise de bioinformatica, através do software String 9.1 database

(http://string-db.org/) e  concomitantemente  dispostas no  software = KEGG

(http://www.keqg.jp/), sendo reproduzidas as vias de sinalizacdo as quais estavam inseridas.

Esse procedimento foi realizado para os grupos controle e tratado com 1 mM de melatonina

em ambos os cultivos celulares.

RESULTADOS
Reducéo da viabilidade celular das células CF-41, CAFs e co-cultivo ao tratamento com 1
mM de melatonina

Para avaliar a atividade anti-tumoral da melatonina, foi realizado o teste de viabilidade
celular nas células da linhagem CF-41, nos CAFs e no co-cultivo apés o tratamento com o
horménio. A melatonina foi capaz de reduzir a viabilidade celular da linhagem CF-41 em
todas as concentragdes testadas, sendo a concentracdo farmacoldgica de 1 mM capaz de
reduzir a viabilidade celular para 79,5% com relacdo ao grupo controle (veiculo), ap6s 48
horas (p <0,05) (Figura 1)
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Figura 1 — Efeito inibitério da melatonina sobre a viabilidade das células CF-41. As
células foram tratadas nas concentracdes de 0,001 mM, 0,01 mM, 0,1 mM e 1 mM de
melatonina e a viabilidade celular mensurada pelo ensaio de MTT. O tratamento foi realizado
por 48 horas, com reducéo para 79,5% da viabilidade celular ao tratamento com 1 mM de
melatonina em relagdo ao grupo controle veiculo. A coluna preta representa o grupo controle
veiculo, sem tratamento. As colunas brancas correspondem as células tratadas com diferentes
concentracfes de melatonina. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média
(*) ANOVA valor significativo seguido de Bonferroni.

A concentragdo de 1 mM de melatonina foi eficaz na redugéo de 29,0% da viabilidade
celular dos CAFs e 16,0% no co-cultivo com a linhagem CF-41 apds tratamento com 1 mM
de melatonina em rela¢do ao grupo controle (veiculo), por 48 horas, no entanto a reducdo nao

foi estatisticamente significante (Figura 2).
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Figura 2 — Reducéo da viabilidade celular dos CAFs e do co-cultivo CF-41 e CAFs. A.
Efeito inibitorio da melatonina sobre a viabilidade dos CAFs, com reducdo de 29,0% da
viabilidade celular em relagdo ao grupo controle veiculo. B: Efeito inibitdrio da melatonina
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sobre a viabilidade das células CF-41 em co-cultivo com CAFs, com reducdo de 16 % da
viabilidade celular em relacdo ao grupo controle veiculo. As células foram tratadas na
concentragdo de 1 mM de melatonina e a viabilidade celular mensurada pelo ensaio de MTT.
O tratamento foi realizado por 48 horas. A coluna preta representa o grupo controle veiculo,
sem tratamento. A coluna branca corresponde as células tratadas com 1 mM de melatonina.
Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da media (*) Teste T de student.

Proteinas diferencialmente expressas apés tratamento com 1 mM de melatonina
Proteinas angiogénicas

Nas células CF-41 foi verificado aumento estatisticamente significante na expressao
das proteinas pré-angiogénicas IL-6 (p=0,008), IL-8 (p=0,003), MCP-1 (CCL2) (p=0,02) e
TIMP-2 (p=0,02) ap6s tratamento com 1 mM de melatonina por 48 horas (Figura 3A).

No co-cultivo, houve reducao significante da expressao da proteina TIMP-1 (p=0,01) e
aumento da expressdo da angiogenina (p=0,05) apés tratamento das células com melatonina
(Figura 3B).
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Figura 3 — Proteinas angiogénicas diferencialmente expressas nas células CF-41 e no co-
cultivo com CAFs. Proteinas diferencialmente expressas mensuradas no Kit Human
Angiogenesis Array. A. Células da linhagem tumoral maméaria CF-41, B. Co-cultivo das
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células CF-41 e CAFs. As colunas pretas representam o grupo controle veiculo. As colunas
brancas correspondem as células tratadas com 1 mM de melatonina por 48 horas. Os dados
sdo apresentados como média + erro padrdo da média (*) Teste T de student.

Proteinasinflamatorias

A andlise semi-quantitativa mostrou reducdo estatisticamente significante das
proteinas antiinflamatoérias IL-2 (p=0,003), IL-7 (p=0,01), IL-10 (p=0,003), IL-12p40
(p=0,008), IL-12p70 (p=0,01), IL-13 (p=0,02) e MDC (CCL22) (p=0,004) e das pro-
inflamatodrias IL-1a (p=0,02), IL-1B (p=0,02). Além disso, houve aumento da expressido das
proteinas IL-15 (p=0,008), MCP-2 (CCL8) (p=0,02) e de SCF (p=0,04) nas células CF-41
quando tratadas com 1 mM de melatonina por 48 horas (Figura 4A).

No co-cultivo, as proteinas IL-1a (p=0,008), IL-15 (p=0,02) e IL-12p70 (p=0,01)
tiveram seus niveis elevados e as citocinas MCP-3 (CCL7) (p=0,001), MCP-4 (CCL13)
(p=0,01), MMP-1 (p=0,01), MMP-9 (p=0,009), PECAM-1 (p=0,05), IL-7 (p=0,04), IL-10
(p=0,02) e IL-12p40 (p=0,02) foram subexpressas quando as células foram tratadas (Figura
4B).
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Figura 4 — Proteinas inflamatorias diferencialmente expressas nas células CF-41 e no co-
cultivo com CAFs. Proteinas diferencialmente expressas mensuradas no Kit Custom Cytokine
Antibody Array. A. Células da linhagem tumoral maméria CF-41, B. Co-cultivo das células
CF-41 e CAFs. As colunas pretas representam o grupo controle veiculo. As colunas brancas
correspondem as células tratadas com 1 mM de melatonina por 48 horas. Os dados sdo
apresentados como média + erro padrdo da média (*) Teste T de student.

Proteinas apoptoticas

Houve reducdo estatisticamente significante da proteina BCL-2 (p=0,03), BAD
(p=0,01) e TNF-RII (p=0,04) nas células CF-41 quando tratadas com 1 mM de melatonina por
48 horas (Figura 5A).

No co-cultivo, houve aumento da expressdo das proteinas caspase 8 (p=0,01), hTRA
(p=0,04) e SMAC (p=0,04) e, em contraste, reducdo das proteinas citocromo C (p=0,007), Fas
ligante (p=0,05), Livina (p=0,03) e TNF-a (p=0,01) apds o tratamento com 1 mM de
melatonina (p <0,05) (Figura 5B).
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Figura 5. Proteinas apoptoticas diferencialmente expressas nas células CF-41 e no co-
cultivo com CAFs. Proteinas diferencialmente expressas mensuradas no Kit Human
Apoptosis Array C1. A. Células da linhagem tumoral mamaria CF-41, B. Co-cultivo das
células CF-41 e CAFs. As colunas pretas representam o grupo controle veiculo. As colunas
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brancas correspondem as células tratadas com 1 mM de melatonina por 48 horas. Os dados
sdo apresentados como média + erro padrdo da média (*) Teste T de student.

Interacdo das proteinas diferencialmente expressas apOs tratamento com 1 mM de
melatonina nas células CF-41 e em co-cultivo com CAFs

A andlise de bioinforméatica mostrou as vias de sinalizacdo na qual as proteinas
diferencialmente expressas apds o tratamento com 1 mM melatonina estdo inseridas. Das 20
proteinas diferencialmente expressas nas células CF-41, 15 estdo presentes em trés vias de
sinalizacdo relacionadas ao processo tumoral. As citocinas IL-1a, IL-1B, SCF (KITLG), TNF-
RIl, IL-8 e MCP-1 participam da via cytokine-cytokine receptor interaction (p <0,05) e as
proteinas IL-2, 1L-10, 1L-12p40 (I1L12B), IL-12p70 (IL12A), IL-13, IL-15 e IL-6 participam
das vias cytokine-cytokine receptor interaction e janus kinase/signal transducers and
activators of transcription (jak-STAT) (p <0,05). Além disso, as proteinas BAD, BCL-2 e
SCF atuam na via do cancer (p <0,05) (Figura 6).
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Figura 6. Rede de interacdo entre as proteinas diferencialmente expressas nas células
CF-41. Figura esquematizada pelo Software String representando a rede de interacdo entre as
proteinas diferencialmente expressas nas células CF-41 apds tratamento com 1 mM de
melatonina. Circulos em cor azul representam as proteinas com menor expressdo apos 0
tratamento com melatonina (p < 0,05) e circulos em cor laranja representam as proteinas
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altamente expressas ap6s o tratamento com melatonina (p < 0,05). As setas indicam a
interacdo dessas proteinas conforme ilustrado na legenda.

O co-cultivo das células CF-41 com CAFs apresentou 21 proteinas diferencialmente
expressas apos o tratamento com melatonina, sendo que 11 proteinas estdo presentes em trés
vias de sinalizacdo distintas. As citocinas IL-1a, Fas Ligand ¢ TNF-a atuam na via de
sinalizacdo cytokine-cytokine receptor interaction (p <0,05), as proteinas IL-10, IL-12p40, IL-
12p70 e IL-15 nas vias cytokine-cytokine receptor interaction e/ou jak-STAT (p <0,05) e as
proteinas MMP-2, MMP-9, caspase-8 e citocromo C (cycs) estdo inseridas na via do cancer (p
<0,05) (Figura 7).
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Figura 7. Rede de interacdo das proteinas diferencialmente expressas na co-cultura
entre CF-41 e CAFs. Figura esquematizada pelo Software String representando a rede de
interacdo entre as proteinas diferencialmente expressas nas células CF-41 em co-cultivo com
CAFs apos tratamento com 1 mM de melatonina. Circulos em cor azul representam as
proteinas com menor expressdo apds o tratamento com melatonina (p < 0,05) e circulos em
cor laranja representam as proteinas altamente expressas ap6s o tratamento com melatonina (p
< 0,05). As setas indicam a interagdo dessas proteinas conforme ilustrado na legenda.

DISCUSSAO
Tumores mamarios caninos s&o os mais prevalentes entre os mamiferos'. Diversos
estudos consideram essas neoplasias como de origem epitelial®, por outro lado, sabe-se que o

crescimento tumoral é determinado também pelas células estromais, onde a interconexdo
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entre as células modulam o comportamento das células tumorais®’, liberando citocinas e
fatores de crescimento que atuam na progressao tumoral®* .

Diversos estudos tém mostrado que a melatonina é eficaz na inibicdo do crescimento
tumoral in vitro e in vivo™ ®. Nosso estudo mostrou que 1 mM de melatonina foi capaz de
reduzir a viabilidade celular das células tumorais mamarias CF-41 e em co-cultivo com CAFs.
O efeito anti-proliferativo da melatonina em linhagens tumorais mamarias humanas tem sido

16.26 ‘ainda, corroborando com os nossos achados, Lopes et al.*’

mostrado em varios trabalhos
mostrou que 1 mM de melatonina é capaz de reduzir a viabilidade de células mamarias
primarias tumorais caninas.

Sabe-se que CAFs modulam o microambiente celular, liberando fatores de
crescimento que estimulam a proliferacdo de células epiteliais, tornando as células mais
resistentes a atuacao de fatores/agentes externos®. Além disso, CAFs atuam na promog&o dos

% 1214 ¢ estdo ainda relacionados

processos de proliferacdo, angiogénese e metastase tumorais
a resisténcia a tratamentos quimioterapicos®®. Ainda assim foi possivel observar reducéo da
viabilidade celular no co-cultivo entre CAFs e CF-41 ap0s o tratamento com melatonina.

Parte do efeito inibitério da melatonina na proliferacdo celular do cancer de mama

ocorre pela ligacdo da melatonina aos receptores de membrana MT1*

, conectados a proteina
G, os quais atuam na reducdo da proliferagdo e angiogénese e induzem a diferenciacéo
celular®. Um estudo de Knower et al.*®, mostrou que fibroblastos primérios, provenientes de
pacientes com carcinoma ductal invasivo, expressam o gene do receptor 1 da melatonina
(MTNR1A), dessa forma, sugerimos que os CAFs caninos reduzam a proliferacdo celular
devido a presenca de receptores de melatonina em sua superficie, considerando a homologia
das espécies canina e humana em relacdo ascaracteristicas tumorais®>,

A ativacdo da via de sinalizacdo Jak-STAT, desempenha um papel importante na
iniciacdo do cancer®®, ja que é uma via com diversas cascatas utilizadas para traduzir sinais de
desenvolvimento e homeostase, além de iniciar seus mecanismos de sinalizacdo atraves da
ligacdo com citocinas e fatores de crescimento®. A ligagdo da citocina ao seu receptor conduz
a dimerizacdo do receptor, e a subsequente ativacdo da janus kinase (Jak). Residuos de
tirosina especificos sobre receptores sdo fosforilados por Jak, e estes entdo servem como
locais de ancoragem para a familia de transdutores de sinal e ativacdo de transcricdo
(STAT), e assim translocam-se para o ndcleo celular modulando a expressao de genes alvo™.
Sabe-se que a atividade aumentada das STAT3 e STAT5 contribuem para a transformacao

celular, desenvolvimento tumoral e deficiéncias imunoldgicas™*.



90

Nesse contexto esse estudo mostrou que a melatonina foi capaz de reduzir a expressao
de proteinas inseridas na via Jak-STAT, como a IL-2, IL-10, IL-12A e IL-13 nas células CF-
41 e das interleucinas 10 e 12B nas células CF-41 e em co-cultivo com CAFs. Em
contrapartida, o tratamento com melatonina aumentou os niveis de IL-15 nos dois grupos,
além de elevar os niveis de IL-6 na linhagem CF-41 e IL-12A no co-cultivo.

A IL-2 é uma citocina antiinflamatoria, capaz de ativar o sistema imune, aumentando a
resposta contra o tumor®’, da mesma forma a IL-10, IL-12A, IL-12B e IL-13 exercem essa
funcdo, sendo consideradas inibidoras da resposta pré-inflamatéria®® *, células natural killers
(NK), estimulando neutréfilos, macréfagos e células dendriticas*.

Nesse contexto, diversos estudos tém sugerido que a melatonina é capaz de aumentar

a imunidade local*> 8

, modulando o sistema imune, sobre a producdo de citocinas*. Em
contraste, alguns trabalhos mostram que citocinas antiinflamatdrias exercem atividades a
favor do desenvolvimento e regulagdo tumorais*?, sendo capazes de atrair células do sistema
imune favoraveis & sobrevivéncia e crescimento do tumor*®. Assim, as citocinas IL-2, IL-10,
IL-12A e IL-12B podem ter exercido seu papel pré-inflamatério e o tratamento com
melatonina reduziu seus niveis proteicos como resposta protetora no cancer de mama.

No mesmo contexto, a IL-6 possui forte atividade pré-cancerigena devido ao seu
papel na proliferacdo de células tumorais, sobrevivéncia, angiogénese, inflamacéo e
metastase®® **. N&o existem trabalhos na literatura que mostram a acdo da melatonina sob a
IL-6 em neoplasias mamarias na espécie canina, no entanto estudo de Garcia-Maurifio et
al.” relataram que a melatonina é capaz de aumentar os niveis de IL-6 em células
mononucleares do sangue periférico, sugerindo que a melatonina esta envolvida na
regulacdo das funcdes imunes, em especial atraves da interagdo com monacitos.

O processo inflamatério contribui em todos os aspectos da carcinogénese®
promovendo uma resposta fisioldgica a proliferacéo e remodelacdo tecidual, facilitando assim
a progressdo neoplasica®® *’. As citocinas tém sido associadas ao cancer, uma vez que Sio
liberadas pelas células inflamatorias e também produzidas por células tumorais, representando
uma rede variavel de moléculas estrutural e funcionalmente diferentes que podem atuar como
fatores de crescimento ou inibicdao tumoral (ABBAS et al., 1994).

Sabe-se que a melatonina é ainda um importante agente antiinflamatério*. Luchetti et

al.® e Alvarez-Garcia et al.'®

sugerem que a melatonina é capaz de aumentar a imunidade
local.
Esse estudo mostrou reducéo das proteinas IL-1a, IL-1B, TNF-RII e aumento de SCF,

IL-8 e MCP-1 nas células CF-41 ap6s o tratamento com melatonina, enquanto que no co-
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cultivo com CAFs houve aumento de IL-1a e redugdo de Fas Ligante e TNF-q, todas
inseridas na via cytokine-cytokine receptor interaction. Sabe-se que a via Jak-STAT tém papel
central na mediacdo da resposta inflamatéria®® e isso ocorre devido a todas as citocinas
utilizarem essa via como mecanismo de transducdo de sinal®*. Dessa forma sugerimos mais
uma vez que a melatonina é capaz de modular a acdo da via Jak-STAT.

A IL-1 é uma citocina pro-inflamatdria, que desempenha um papel importante na

angiogénese tumoral®

. A familia IL-1 é subdividida em IL-1a e IL-1B, onde ambas sdo
moléculas altamente pré-inflamatérias*®*°. Tem sido sugerido que a IL-la pode ter dupla
funcéo, na sua forma secretavel, € uma citocina altamente pré-inflamatéria aumentando o
crescimento e invasdo tumoral, e por outro lado, quando localizada na membrana ativa 0s
mecanismos imunomediadores e conduz a destruicdo de células tumorais e inibicdo do
crescimento do tumor® o que corrobora com os dados observados nesse estudo.

O TNF-a pode ser detectado em células malignas e/ou do estroma em diversos
carcinomas humanos, linfomas e leucemias™’. Seu papel na progressdo tumoral é iniciado
através da ligacdo com receptores especificos TNF-RI e TNF-RII*® °2, TNF-RI, pertence ao
subgrupo de moléculas da superfamilia de TNF-R que contém um dominio de morte celular,
enquanto que o TNF-RII ndo apresenta esse dominio®, no entanto estudos tem mostrado que
esse receptor desempenha um papel essencial na proliferacdo celular e sobrevivéncia®. Além
disso, Sasaki et al.>* observaram ainda que a melatonina é capaz de reduzir significantemente
0s niveis de TNF-a em tumores mamarios humanos, corroborando a nossos achados.

Esse estudo mostrou ainda alta expressao das proteinas IL-8, SCF e MCP-1 nas células
CF-41 apds tratamento com melatonina.

Waugh et al.*® e Yuan et al.*®. classificam a IL-8 como um importante fator regulador
no microambiente tumoral, podendo contribuir para a progressdao tumoral por meio da
regulacdo da angiogénese, além da regulacdo da transcricdo de genes envolvidos na
proliferacdo celular e sobrevivéncia tumoral®’. Além disso, Gelaleti et al.>”, mostrou que a alta
expressao de IL-8 esta relacionada ao pior prognostico de cadelas com neoplasia mamaria. Da
mesma forma, a proteina MCP-1, cuja expressdo foi elevada em nosso estudo esta envolvida
nos processos de infiltragdo, angiogénese e menor sobrevida em pacientes com cancer de
mama’®.

Por outro lado, corroborando aos nossos resultados, estudo de Zuccari et al.”
mostraram que a IL-8 pode ser utilizada como fator de bom progndstico no cancer de mama,

uma vez que sua alta expressdo foi relacionada com fatores envolvidos na reducdo da
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progressao tumoral. Dessa forma sugerimos que a melatonina atue no controle da malignidade
e invasividade no cancer de mama.

O SCF é um fator de crescimento expresso por fibroblastos e células endoteliais, que
promove a proliferacdo, migracéo, sobrevivéncia e diferenciacdo de células progenitoras
hematopoiéticas, melanécitos e células germinais®. Além disso, diversos estudos tém
mostrado que altos niveis de SCF estdo diretamente relacionados a um maior fator de risco em
diversos tipos de cancer®. N&o ha trabalhos na literatura que relacione a acio de SCF ap6s o
tratamento com melatonina no cancer de mama canino, no entanto, sugerimos mais uma vez a
funcdo imuno moduladora da melatonina no cancer de mama.

Verificamos ainda que o tratamento com melatonina foi capaz de reduzir a expressao
de proteinas presentes na via do cancer. Houve reducdo de BCL-2 e BAD na linhagem
mamaria tumoral CF-41 e as proteinas citocromo C, MMP-1 e MMP-9 apresentaram menor
expressdo, enquanto que a caspase-8 teve sua expressao elevada no co-cultivo com CAFs, o
que sugere a acdo da melatonina como agente pré-apoptético no cancer de mama.

A apoptose pode ocorrer por estimulos externos e pela interacdo de receptores e
ligantes da familia do fator de necrose tumoral (TNF, Fas e TRAIL), sendo que sua ativacéo
induz o recrutamento da caspase-8 que ativa a caspase-3, representante dos mecanismos
intrinsecos e extrinsecos da apoptose ®.

A ligagdo de Fas ligante (FasL) ao seu receptor induz a apoptose de células NK e
linfocitos T, além da ativacéo das caspases®. A reducdo da expressdo dessa proteina no co-
cultivo apds o tratamento com melatonina confirma a transformagdo maligna das células
guando em contato com os fatores liberados pelos CAFs, atuantes no microambiente tumoral.

O citocromo C tem um papel crucial no processo apoptotico. Quando estimulado, é
liberado no citosol onde se liga a Apaf-1 e & pré-caspase 9 para a formacao do apoptossomo®®.
Acredita-se que o principal mecanismo de acdo da familia BCL-2 ¢ a regulacdo da liberacéo
de citocromo C atraves da alteracdo da permeabilidade da membrana mitocondrial pela
fosforilacdo de BAD®. Nesse contexto, ndo foi possivel observar expressio de BAD no co-
cultivo com CAFs, sugerindo que ndo houve liberacdo de citocromo C.

Sabe-se ainda que o controle de eventos apoptoticos ocorrem através de membros da
familia BCL-2. As proteinas pertencentes a esta familia, regulam a permeabilidade da
membrana mitocondrial e podem atuar como pré-apoptéticas (BAD) ou anti-apoptéticas
(BCL-2)®. Em contraste, foi verificado em nosso estudo redugdo da expressio de BCL-2 e
BAD nas ceélulas CF-41 ap6s o tratamento com melatonina. Esses resultados podem ser

justificados uma vez que no processo neoplasico é possivel ocorrer defeitos na expressdo dos
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membros da familia BCL-2, resultando na perda da funcéo supressora de tumor de genes pro-
apoptéticos®”.

A menor expressdo das melatoproteinases-1 e 9 ap6s o tratamento com melatonina
observados em nosso estudo corrobora com a agdo da melatonina como um agente anti-
proliferativo no cancer de mama. A MMP-1 e MMP-9 estdo envolvidas no desenvolvimento
tumoral®® ® e sdo capazes de degradar a matriz extracelular, permitindo a migracéo, invaséo e
metastatizacdo’®. Diversos estudos tém confirmado a presenca de MMP-1 e MMP-9 em
tumores malignos e de pior prognéstico no cancer®® ™. Corroborando a nosso dados, Mao et
al.’” mostraram também que a melatonina reduz a expressdo de MMP-9 em linhagem de
cancer de mama humano RE positiva.

Nesse contexto, esse estudo mostrou a atuacdo de marcadores ainda ndo estudados na

espécie canina com enfoque em neoplasias mamarias, sendo esse estudo pioneiro na area.

CONCLUSAO

A melatonina é capaz de reduzir a proliferacdo celular das células CF-41, dos CAFs
bem como na interagdo entre essas células. O tratamento com 1 mM de melatonina em células
tumorais mamarias e co-cultivo com CAFs reduz a expressdo de proteinas atuantes nos
processos de angiogénese e inflamacdo e modula o processo apoptético, o que confirma a

influéncia dos CAFs no microambiente tumoral.

Lista de AbreviacGes

BCA bicinchoninic acid

CAF Fibroblasto Associado ao Cancer
DMSO Dimethyl sulfoxide

ELISA Ensaio imunoenzimatico

EMT Transigéo Epitelial-Mesenquimal
hTRA Alta temperatura requerida A
IL-10 Interleucina-10

IL-12p40 Interleucina-12p40

IL-12p70 Interleucina-12p70

IL-13 Interleucina-13

IL-15 Interleucina-15

IL-1a Interleucina-1 alfa

IL-1p Interleucina 1 beta

IL-2 Interleucina-2

IL-6 Interleucina-6

IL-7 Interleucina-7

IL-8 Interleucina-8

ILs Interleucinas

Jak-STAT janus kinase/signal transducers and activators of transcription
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MCP-1 Proteina quimioatraente de mondcitos-1

MCP-2 Proteina quimioatraente de mondcitos-2

MCP-3 Proteina quimioatraente de mondcitos-3

MCP-4 Proteina quimioatraente de mondcitos-4

MDC Quimiocina derivada de macr6fagos

MMP-1 Metaloproteinase-1

MMP-9 Metaloproteinase-9

MMPs Metaloproteinases

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
NK Células natural killers

PBS Solucdo tampaéo fosfato salino

PECAM-1 Molécula de ades&o celular endotelial de plaquetas
SCF Fator de células tronco

SFB Soro fetal bovino

SMAC Segundo ativador derivado de mitocondrias de caspases
STAT Sgnal transducers and activators of transcription
TIMP-1 Proteina inibidora de metaloproteinase tecidual 1
TIMP-2 Proteina inibidora de metaloproteinase tecidual 2
TNF-RI Fator de necrose tumoral receptor-1

TNF-RII Fator de necrose tumoral receptor-11

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa

TRAIL Ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF
a-SMA o actina do musculo liso
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\V2 CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu estabelecer as seguintes conclusdes:

e A concentragdo de 1 mM de melatonina reduz a viabilidade celular das linhagens
tumorais mamarias MDA-MB-231 e CF-41, dos CAFs e no co-cultivo das células
tumorais com CAFs;

e O tratamento com melatonina reduz a expressdo de proteinas atuantes nos processos
de angiogénese e inflamacdo e modula o processo apopt6tico nas linhagens MDA.-
MB-231 e CF-41 e no co-cultivo com CAFs;

e A influéncia dos CAFs no microambiente tumoral é confirmada pela liberacdo de
fatores presentes nas vias de sinalizagdo cytokine-cytokine receptor interaction, Jak-
STAT e na via do cancer atuantes nos processos tumorigénicos e de maior resisténcia

celular ao tratamento com melatonina.

Os resultados demonstram que a melatonina apresenta importante agdo oncostatica, anti-
proliferativa, imunomoduladora e pro-apoptética no microambiente tumoral mamério, o que

confirma seu potencial valor terapéutico no cancer de mama.
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ANEXO 1: Parecer da Comissdo de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de S&o José
do Rio Preto.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

’

Titulo da Pesquisa: INTERACAO TUMORIGENICA DE FIBROBLASTOS EM CO-CULTURA COM
LINHAGENS TUMORAIS MAMARIAS E A RESPOSTA TERAPEUTICA COM O USO
DA MELATONINA
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Area Tematica:

Versdo: 1
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Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 354.970
Data da Relatoria: 16/07/2013

Apresentagdo do Projeto:

O projeto visa ampliar os conhecimentos dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento do cancer de
mama, para tanto se pretende verificar a agao inibitéria da melatonina no microambiente tumoral com foco
nos fibroblastos, verificando a expressdo de fatores relacionados a angiogénese, apoptose e no perfil
diferencial de citocinas, que atuam diretamente no desenvolvimento tumoral.

Podendo isso ser utilizado em futuras terapias na rotina dos tratamentos de neoplasias mamérias. Oferecer
novas possibilidades de tratamento e de melhora na qualidade de vida;

O projeto se encontra bem escrito e circunstanciado, com objetivos claros e bem definidos.

A metodologia é adequada para os fins desejados.

As referéncias sfio pertinentes e atualizadas.

Os pesquisadores envolvidos tém experiéncia neste campo de pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a interagdo dos CAFs em co-cultivo com linhagens de cancer de mama: humana e canina, e avaliar
a ag3o inibitéria da melatonina no microambiente tumoral com foco nos fibroblastos, verificando a expressao
de fatores relacionados a angiogénese, apoptose e no perfil diferencial de citocinas.
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Objetivo Secundario:

Realizar o co-cultivo da linhagem celular metastatica de cancer de mama’humano (MDA-MB231) e de
cancer de mama de cadela (P114) em conjunto aos CAFs, obtidas de pacientes com cancer de mama,
Avaliar por ensaio MTT, a viabilidade das linhagens celulares e do co-cultivo, apds a indugao do tratamento
com melatonina; Avaliar a expressao proteica dos fatores envolvidos nos processos de angiogénese,
apoptose e perfil de citocinas antes e apés os tratamentos, por meio da técnica de Antibody Array,
identificando as vias de sinalizagdo celular das proteinas diferencialmente expressas, por ferramentas de
bioinformatica; Validar a expressao diferencial das proteinas selecionadas por Antibodie Array e ferramentas
de bioinformética, por meio do ensaio imunoenzimatico (ELISA) ou Multiplex.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Esta pesquisa ndo acarretara riscos para as pacientes, tendo em vista que serdo utilizados fragmentos
tumorais de descarte histopatoldgico.

Beneficios:

A associagao de fibroblastos com células tumorais mamérias e o uso da melatonina poderao contribuir com
o diagnéstico, progndstico e possivel tratamento em pacientes com cancer de mama.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo que possibilitard compreender como fatores envolvidos no microambiente tumoral de
neoplasias mamérias. Esses conhecimentos serdo de grande importancia por relacionar a resposta imune
ao prognéstico do cancer, uma vez que os resultados desse estudo do microambiente tumoral e sua
contribuigdo para o crescimento e progressao do cancer de mama permitirdo conhecer a interagao das
células epiteliais e fibroblastos pelo sistema de co-cultura. A indugdo da melatonina permitira avaliar os
processos de angiogénese e expressao protéica, sendo que a interagdo com a melatonina podera ter um
elevado potencial terapéutico.

Considerages sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

O projeto apresenta todos os requisitos legalmente exigidos na resolugao 466/12

O protocolo de pesquisa, as condigbes e a experiéncia do pesquisador e orientador sao compativeis com o
proposto.

| Enderego: BRIGADEIRO FARIA LIMA, 5416

| Balrro: VILA SAO JOAO CEP: 15.090-000
| UF: P Municipio: SAO JOSE DO RIO PRETO
Iljolofom: (17)3201-5813 Fax: (17)3201-5813 E-mail: cepfamerp@famerp.br
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FACULDADE DE MEDICINA DE

SAO JOSE DO RIO PRETO- W
FAMERP - SP

Recomendagdes:

Adequar os termos do TCLE, para que se torne mais compreensivel as’pacientes, especialmente no
segundo parégrafo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Os resultados obtidos permitirdo viabilizar a interagdo do microambiente tumoral com o crescimento de
tumores associado ao uso da melatonina como agentes terapéuticos no cancer de mama.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Consideragdes Finals a critério do CEP:
Aprovado desde que se atenda as recomendagdes acima.

SAO JOSE DO RIO PRETO, 09 de Agosto de 2013

Assinador por:
Fernando Batigalia
(Coordenador)
[ Enderego: BRIGADEIRO FARIA LIMA, 5416 )
| Bairro: VILA SAQ JOAO CEP: 15.000-000
UF: SP Municipio: SAO JOSE DO RIO PRETO
Telefone: (17)3201-5813 Fax: (17)3201-5813 E-mail: cepfamerp@famerp br

Pigralice 03
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ANEXO 2: Termo de Concentimento Livre e Esclarecido, assinado pelas pacientes

selecionadas para o estudo.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Saude, resolucdo 196/96)

Titulo da Pesquisa: “INTERACAO TUMORIGENICA DE FIBROBLASTOS EM CO-
CULTURA COM LINHAGENS TUMORAIS MAMARIAS E A RESPOSTA
TERAPEUTICA COM O USO DA MELATONINA”

Pesquisadores Responsaveis: Profa. Dra. Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari
— Docente do Departamento de Biologia Molecular e coordenadora do LIMC / Prof. Dr.
Dalisio de Santi Neto — Patologista/ Prof. Newton Antonio Bordin Junior — Oncologista
clinico/ Prof. José Luiz Esteves Francisco — Mastologista.

e Para obter maior conhecimento dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento do
cancer de mama, os pesquisadores da FAMERP de Sdo José do Rio Preto (SP) estéo
desenvolvendo uma pesquisa cientifica que podera melhorar o nosso conhecimento
sobre esse tumor e, portanto oferecer novas possibilidades de tratamento e de melhora
na qualidade de vida;

e O estudo tem como objetivo verificar eficacia do tratamento com melatonina no
microambiente tumoral com interesse nas células conhecidas como fibroblastos,
através da expressdo de fatores relacionados ao processo de formagédo de novos vasos
sanguineos (angiogénese), morte celular (apoptose) e inflamacdo, que atuam
diretamente no desenvolvimento do tumor. Os resultados obtidos permitirdo
caracterizar a interferéncia do microambiente tumoral no crescimento do tumor
utilizando a melatonina como agente terapéutico.

e Para isso, ap0s a cirurgia para retirada do tumor serd cortado deste material, um
pedacinho que sera enviado ao laborat6rio para cultura celular e posterior extracdo
proteica. N&o havera mudanga na técnica cirdrgica para esta coleta.

e Se eu concordar que um pedacinho do tumor retirado seja utilizado para a pesquisa
ndo terei quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados
decorrentes dela.

e Se eu ndo concordar ou decidir retirar meu consentimento em qualquer momento,
minha decisdo ndo influenciara, de nenhum modo, 0 meu tratamento nem a evolucao
da minha doenca.

Declaro que, ap6s ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador sobre a
utilizacdo para estudo de um fragmento da lesdo tumoral (pedacinho de aproximadamente 1
cm do tumor) a ser retirado durante o procedimento cirargico, ja estipulado no tratamento,
consinto em participar livre e espontaneamente deste estudo sem que tenha sido submetida a
qualquer tipo de pressao:

Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questao.
Nome do(a) participante:

Representante legal:

RG do prontuario médico:
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Declaracdo de responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e beneficios
deste estudo. Coloquei-me a disposicdo para perguntas e respondi a todas. Obtive o
consentimento de maneira livre e me coloquei a disposicdo para esclarecimento de qualquer
duvida sobre o estudo pelos enderecos abaixo indicados.

Nome do(a) pesquisador:
Inscricdo no Conselho Regional: ..o

Profa. Dra. Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari — Docente do Departamento de
Biologia Molecular e coordenadora do LIMC

Prof. Newton Ant6nio Bordin Junior — Departamento de Ginecologia e Obstetricia

Larissa Bazela Maschio — Pds-graduanda em genética no Laboratério de Investigacdo
Molecular no Céancer - LIMC

Av. Brigadeiro Faria Lima, no. 5416

FAMERP - Faculdade de Medicina de S.J. Rio Preto Sdo José do Rio Preto, SP - CEP 15090-
000

Fone: (17) 3201-5885

e-mails: debora.zuccari@famerp.br; newton_bordin@terra.com.br,
larissa_maschio@hotmail.com

Em caso de dlvidas contatar a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Sio José do Rio Preto, telefone: (0xx17) 3201-5700, ramal 5813.

ANEXO 3: Parecer da Comissdo de Etica na Experimentacio Animal da Faculdade de

Medicina de Sao José do Rio Preto.



ot Faculdade de Medicina de Séo José do Rio Preto

I:E“ A Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA

| R e e & AT

DELIBERAGAO CEUA N° 010/2013

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de
Sdo José do Rio Preto - CEUA/FAMERP, em reunido, analisou o projeto
intitulado “Interagdo tumorigénica de fibroblastos em co-cultura de
linhagens tumorais mamérias e a resposta terapéutica com o uso da
melatonina.”  (Protocolo FAMERP n° 001-002791/2013)", sob
responsabilidade da Profa. Dra. Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari, e
deliberou que o mesmo esta de acordo com os principios éticos estabelecidos
na Lei n° 11.794/2008 e na Resolugio n°® 714/2002 e foi aprovado por essa
Comissao.

Apesar da aprovagao a Comissao solicita que conste no projeto:
« Constar local na FAMERP de execugao do projeto;
e Esclarecer quem s&o os responsaveis pelas atividades
relacionadas a execugao do projeto;
e A Profa. Dra. Rosimeire Ap. Roela é mencionada como
colaboradora do projeto, mas n&o esta especificada a fungéo da
citada colaboradora;

Sugestdes para constar no projeto:

« Na metodologia (pag 12), item 3- grupos e tratamentos (pag 13), &
mencionado o uso da melatonina (grupos de estudo 2 e 4) em
diferentes concentragdes. Para melhor compreenséo, devem ser
mencionadas as concentragdes que serdo utilizadas, pois na
justificativa do trabalho é citado que a melatonina apresenta-se
como uma conduta terapéutica (pag 11);

« No item materiais e métodos, as analises:

FAMERP Autarquia Estadual ~ Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416 - Vila S3o Pedro - 15090-000
S0 José do Rio Preto - SP
Fone (17) 3201-5884 / (17) 3201-5885
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:;°3;f§i’ ii..E,,','f'.s Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto

cE“ A Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA

Py EEOERECT S TN e O R

6- Analise da exprGSSaé proteica, técnica de microarray de
proteinas, sera realizada em um laboratério da FAMERP ou em
um laboratério em outra instituicdo?

7- Ensaio imunoenzimatico (ELISA) e Multiplex: utilizando ELISA
e LUMINEX, sera realizada em um laboratério da FAMERP ou em
outra instituigao?

Para melhorar a compreens&o da metodologia, é interessante
mencionar o local de execugao dessas técnicas.

Atengdo: Até 30 dias apés a finalizagdo do projeto, o pesquisador
devera preencher o Formulério do Relatério Final disponivel no site e enviar a
CEUA. O descumprimento desta obrigagao podera prejudicar o andamento de
futuras solicitagdes.

S&o José do Rio Preto, 10 de maio de 2013.

-~

Prof. Dr. Julio César André -
Presidente da CEUA - FAMERP

FAMERP Autarquia Estadual - Avenida Brigadeiro Faria Lima, $416 - Vila S30 Pedro — 15090-000
S80 José do Rio Preto — SP
Fone (17) 3201-5884 / (17) 3201-5885
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ANEXO 4: Termo de Concentimento Livre e Esclarecido, assinado pelos proprietarios dos

animais selecionados para o estudo.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(De acordo com os principios éticos estabelecidos na Lei n® 11.794/2008 e na resolucao n®
714/2002)

Pesquisadores Responsaveis: Profa. Dra. Debora Ap. P. C. Zuccari — Coordenadora Giovanna

Rossi Varallo — Doutorado / Larissa Bazela Maschio — Mestrado.

Para obter maior conhecimento dos mecanismos envolvidos no cancer de mama em
cadelas, os pesquisadores estdo desenvolvendo uma pesquisa cientifica a fim de obter maior
conhecimento a respeito da biologia tumoral e do progndstico de cada subtipo fenotipico, para
assim oferecer novas possibilidades de tratamentos e melhora na qualidade de vida dos
animais.

Nesse ambito, os pesquisadores estdo desenvolvendo os projetos de pesquisa
intitulados “Classificacdo fenotipica prognostica das neoplasias mamarias em cadelas por
marcadores imunohistoquimicos” e “Interagdo tumorigénica de fibroblastos em co-cultura
com linhagens tumorais mamarias e a resposta terapéutica com 0 uso da melatonina” sob
orientacdo da professora Drd Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari. O objetivo
principal dos estudos é determinar cinco grupos distintos de tumores de mama em cadelas
baseados nas caracteristicas fenotipicas de cada neoplasia e, assim, predizer com mais
propriedade o prognostico da doenca e verificar a acdo inibitéria da melatonina no
microambiente tumoral com foco nos fibroblastos, verificando a expressdo de fatores
relacionados a angiogénese, apoptose e no perfil diferencial de citocinas, que atuam
diretamente no desenvolvimento tumoral. Podendo isso ser utilizado em futuras terapias na
rotina dos tratamentos de neoplasias mamarias.

Para tanto, € preciso que as amostras neoplasicas possuam alta qualidade, visto que serdo
submetidas as analises laboratoriais sensiveis. Portanto, 0 método de colheita ¢ de suma
importancia para o éxito das futuras avaliages.

Assim, serd coletada uma amostra sanguinea do animal (3 a 5 mL) e trés pedacos do
tumor, bem como da regido adjacente, no momento da cirurgia. Ndo havera mudanca na

técnica cirdrgica e nem na conduta do veterinario para as coletas.
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Declaro que, apds ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador sobre a
utilizacdo para estudo de amostra sanguinea e fragmento tumoral a ser retirado durante o
procedimento cirdrgico, ja estipulado no tratamento, consinto em participar livre e
espontaneamente deste estudo e manter contato com o grupo para informacgdes adicionais,
posterior a cirurgia. Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questdo, e
comprometo-me a manter o pesquisador informado no caso de mudanca de endereco ou

telefone.

Nome do(a) proprietario(a):

Nome do animal:

Idade do animal:

Data em que o tumor foi observado pelo(a) proprietario(a):
Data em que o animal foi levado para consulta:

Data do diagndstico do tumor pelo profissional:

Inicio do tratamento:

Terapia utilizada:

Endereco residencial: n°
Bairro:

Telefone:Celular:

ASSINATUIA. ceeeeeeeeeeeeeeee ettt eeeeneeees

Declaragdo de Responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e beneficios deste

estudo. Coloquei-me a disposi¢do para perguntas e respondi a todas. Obtive o consentimento

de maneira livre e me coloquei a disposicdo para esclarecimento de qualquer davida sobre o

estudo pelos enderecos abaixo indicados.

Nome da pesquisadora: Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari

AASSINATUNA oot e e e e

Inscrigdo no Conselho Regional: 8134 - SP



Laboratorio de Investigacdo Molecular do Cancer — LIMC.
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto - FAMERP
Av. Brigadeiro Faria Lima, n°5416

15090-000 - Séo José do Rio Preto, SP

Fone: (17) 3201-5885

e-mail: debora.zuccari@famerp.br
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ANEXO 5: Modelo da ficha clinica do animal.

FICHA CLINICA N°

Nome da paciente:

Ragca: Idade: Peso:
Registro LIMC:

Veterinario Colaborador:

Proprietario: Telefone:

Histéria Clinica:

1. ( ) Recidiva () Metastase

2. () Nulipara () Multipara
Tempo de evolucéo: 1més( ) até 6 meses ( ) mais de 6 meses ( )
Numero de nédulos: Unico ( ) Mudltiplos ()

Envolvimento de linfonodos regionais (macroscopia):

NO: sem envolvimento evidente

N1: envolvimento unilateral NZla: moveis N1b: fixos
N2: envolvimento bilateral N2a: méveis N2b: fixos
Quanto a confirmacao histolégica de envolvimento de linfonodos: (-) ou (+)

Metéstase a distancia: onde?

MO: sem metastases evidentes

M1: metastases a distancia incluindo linfonodos nédo regionais
Mx: impossivel avaliar existéncia de metastases
Caracteristicas do tumor:

Ulceragéo: sim( ) ndo ( )
Vascularizacéo: moderada ( ) abundante ( )

OUTRAS INFORMACOES RELEVANTES:

Instituido tratamento prévio: () sim () ndo

Qual: () cirargico — tipo de mastectomia:
() quimioterapico — protocolo: n° ciclos/sessoes:
() outro — qual:

Presenca de outros nddulos pelo corpo: () sim () ndo Onde:

Possui diagndstico histopatolégico: () sim () nédo Laudo:

Histdrico familiar acerca de neoplasias: () ndo sabe informar



() ausente
() presente  Quem: Tumor:
Relacdo Hormonal:
Castrada: () sim () ndo Quando:
Administracdo de anticoncepcionais: () sim () ndo Qual:
Ciclo estral: () ndo sabe informar () regular () irregular () néo observa
Se regular - frequéncia: duracgéo:
N° de gestacdes:
Falsa gravidez: () sim () nédo
Se sim - frequéncia: secrec¢do: () sim () ndo tipo:
Dieta / Escore Corporal

Alimentacdo: () racdo () comida caseira ( )ambas
Escore corporal: () caquético () magro () normal () sobrepeso () obeso

PROCEDIMENTO CIRURGICO:

Técnica Cirurgica Empregada na Remocgao da Neoplasia
Mastectomia regional ()

Mastectomia unilateral ()

Nodulectomia ()

De qual cadeia foi removido o tumor?

() cadeia direita () cadeia esquerda

Data da colheita:

Mapeamento e CaracterizacOes das Lesdes (mensuracdes e descri¢des dos tumores)

125

Cadeia Mamaria Direita Cadeia Mamaria Esquerda
M1: M1.:
M2: M2:
M3: Ma3:
M4: M4
M5: M5:

M1.: toracica cranial;
M2: toracica caudal;
M3: abdominal cranial;
M4: abdominal caudal;
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M5: inguinal

Dimenstes do maior tumor (T): X X (cm)

TO: auséncia do tumor primario evidente ou auséncia de recidiva
T1:<3cm

T2:entre3e5cm

T3:>5cm

Pds- graduando responsavel:



