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Resumo III

O melanoma € um tumor de origem neuroectodérmica resultante da proliferacdo e
transformagao maligna dos melandcitos, os quais se originam de precursores da crista
neural que entdo migram para a pele e foliculos capilares durante o processo de
embriogé€nese, e se apresentam como células especializadas que produzem melanina,
encontradas na camada basal da epiderme e nos foliculos do cabelo onde sua homeostase €
regulada pelos queratindcitos da epiderme. A tltima década assistiu a grandes avangos em
aspectos celulares e moleculares do melanoma. As implicagdes terapéuticas contribuiram
para o entendimento das vias de regulacdo nas células tumorais que resultam de complexas
alteracoes em multiplas cascatas de sinalizagdo, controlando a mobilidade, controle do
crescimento, invasdo, metabolismo, liberagdo de citocinas e capacidade de escapar da
resposta imune. No presente trabalho, o silenciamento com shRNAi de uma proteina
reguladora da via de sinalizagao JAK / STAT denominada SOCS- 1 foi capaz de reverter o
fendtipo tumorigénico das linhagens de melanoma murino B16F10-Nex2 inibindo a
progressdo e desenvolvimento tumoral e assim, um novo marcador critico do melanoma
metastatico pode ser estudado de maneira isolada. Nos ensaios in vitro o silenciamento de
SOCS-1 inibiu o crescimento e regulagdo do ciclo celular, motilidade e a invasdo de
Matrigel pelas células de melanoma. O ensaio clonogénico demonstrou a participacdo de
SOCS-1 como um modulador de resisténcia ao anoikis. Além disso, o silenciamento de
SOCS-1 culminou na reducdo da expressdo de receptores tais como receptor do fator de
crescimento endotelial (EGF), receptor de insulina e fator de crescimento fibroblastico
(FGF). Nos ensaios in vivo o silenciamento de SOCS-1 inibiu o crescimento tumoral e
metastatico. Coletivamente, estes dados sugerem que o silenciamento da expressdo da
proteina SOCS-1 em células de melanoma é um evento critico, levando a um perfil ndo
tumorigénico. O silenciamento da expressdao de SOCS-1 é uma abordagem nova e
promissora para aumentar os alvos terapéuticos e assim prevenir o desenvolvimento e a

progressao do melanoma.



Summary IV

Melanoma is the most aggressive form of skin cancer and its incidence has
increased dramatically over the years. The origin of melanoma is neuroectodermal and it
results from the proliferation and malignant transformation of melanocytes that originate
from the neural crest and migrate to the skin and hair follicles during embryogenesis. The
last decade has seen major advances in both cellular and molecular aspects of melanoma
biology and therapeutic implications. Knowledge on the regulatory pathways involved in
melanoma development and progression has advanced significantly in recent years. It is
now recognized that melanoma development is regulated by multiple cascade signaling
pathways that affect, motility, growth control, invasion, metabolism, cytokine release and
the ability to escape immune response. Here, we demonstrate a novel signaling mechanism
whereby silencing of SOCS-1 protein, a negative regulator of Jak/Stat pathway, leads to
partial reversion of the tumorigenic phenotype of B16F10-Nex2 melanoma cells. SOCS-1
silencing with small hairpin RNA inhibits in vitro growth by cell cycle regulation and S
phase arrest, motility inhibition and decreased melanoma cell invasion through Matrigel.
Clonogenic assay showed that SOCS-1 acted as a modulator of anoikis resistance.
Additionally, downregulation of SOCS-1 expression decreased the expression of epidermal
growth factor (EGF), insulin receptor and fibroblast growth factor receptor (FGFR). We
further demonstrate by in vivo assay that SOCS-1 silencing inhibits tumor growth and
metastatic spread in the lungs. Collectively, these data show that silencing of SOCS-1
protein expression in melanoma cells is a critical event, leading to nontumorigenesis and

incapacity to metastasize.



Introducao

Cancer: Caracterizacao e Historico

O cancer € a denominacao do latim cancer, derivado da palavra grega karkinos que
quer dizer caranguejo, e designa uma doenca caracterizada por um conjunto de altera¢des
multifatoriais, os quais compartilham um evento em comum, a proliferacao e o crescimento
desordenado de células. O cancer pode ser caracterizado de acordo com o seu potencial de
agressividade, sendo maligno, quando adquire a capacidade funcional de se espalhar por
metastases para outras regides do corpo, e assim, dividem-se mais rapidamente e tornam-se
incontrolaveis, fato este que determina o acimulo de células cancerosas e colonizacdo total
de um tecido. Por outro lado, o comportamento de uma massa tumoral com um potencial de
multiplicagdo vagarosa e localizada que se assemelha ao seu tecido de origem ¢€

caracterizado como benigno (Alberts et al.,2005).

As primeiras descri¢des do cancer ja datam de 1600 a.C, quando os papiros egipcios
ja relatavam processos de diferenciacdo e remog¢ao de alguns tumores, como os de mama,
ou de tratamento, como o de ttero e estobmago. Hipdcrates (470-370 a.C) descreveu casos
de cancer de mama, ttero, estdbmago, pele e boca, e se referia como sendo a causa principal
do excesso de ‘black bile’, oriunda do bago ou estdmago, mas nao do figado, fato este que
foi sustentado por mais ou menos 200 anos. Galen (138-201 d.C) descrevia o cancer da
mesma maneira que Hipdcrates e durante séculos esta doenga foi considerada como “tumor
contra natureza”. Ainda durante a idade média, ndo houve mudancas conceituais, € 0s
diversos relatos da época mostram que o cancer de utero era o mais freqiiente e o cancer de
mama poderia ser removido através de intervengdo cirurgica. Somente no século XIV,
durante o inicio do Renascimento, os olhares voltaram-se para os enfermos em um sentido
mais amplo, fato este que contribuiu para o exponencial avanco na &drea médica,
culminando no desenvolvimento e aprimoramento das especialidades cirurgicas e anatomia
patolégica, dando ao cancer a uma descricdo mais cientifica. Cria-se entdo, a necessidade

da racionalidade cientifica na compreensao de eventos paliativos, e no século XVIII, na



Franca e Inglaterra foram fundados os primeiros hospitais especializados no tratamento do
cancer. Fatores de risco ja comegcam e ser evidenciados e o primeiro relato pode ser
evidenciado por Ramazzini, em 1700, o qual associou a maior incidéncia do
desenvolvimento de cancer de mama as freiras, e associou este evento ao celibato. John Hill
(1716-1775) associou o desenvolvimento do cancer vinculado ao tabaco e Percivall Pott
descreveu em 1775 o primeiro caso de cancer de origem ocupacional, na qual associou aos
limpadores de chaminés inglesas a maior incidéncia de cancer de escroto. Outras
observacdes e estudos mais aprofundados também contribuiram para o desenvolvimento
cientifico do cancer durante o século XVIII e XIX. Entre 1830 e 1840, Stanislas Tachou
registrou os 6bitos ocorridos em Paris, e verificou que o cancer foi responsavel por 2.4% do
total das causas de morte. Os 6bitos registrados envolveram 2161 homens e 6957 mulheres
nos quais os 6rgaos acometidos foram: ttero (33%), mama (13%), figado (6%), estdbmago
(25%), e reto (3%). Entre 1760 e 1839 Domenico Antonio Rigone-Stern registrou os 6bitos
ocorridos na cidade de Verona e mostrou que o cancer era responsdvel por menos de 1%
das causas de morte. Sua contribuicdo foi muito importante, pois nessas evidéncias ja
iniciam as primeiras associagdes entre cancer e idade, cancer e processos hormonais,
relac@o inversa entre cancer de mama e utero, fatores sazonais, etiologias e sexo (Shimkin,
1977). Assim, os estudos epidemioldgicos descritivos foram utilizados para estudar a
magnitude do céancer de interesse, segundo as suas diversas localiza¢des, em diferentes

grupos populacionais, dando uma dimensao global ao problema.

Ciclo celular e mecanismo de morte celular

O ciclo celular ¢ um mecanismo bésico no qual todas as células se reproduzem,
dando origem a duas células filhas, o que implica na duplicagdo do DNA genomico. Consta
de quatro fases seqiienciais muito bem coordenadas e reguladas, sendo: fase G1(*“gapl”,
uma fase de preparo com inicio apds a mitose que se caracteriza pela alta sintese de RNA e
proteinas); fase S (“sintese”, € a fase onde ocorre a replicacdo do DNA e ao final desta
etapa a célula ja se comporta com genoma 4n); fase G2 (“gap2”, é o periodo de preparo e
crescimento celular, entre a replicacdo do DNA e divisao celular) e a fase M, periodo que

ocorre a divisdo celular propriamente dita gerando duas células filhas. As fases “gap” sdao



muito mais importantes do que simples espagcos de tempo que permitem o crescimento
celular. Elas sdo exatamente o tempo preciso para que a célula monitore o ambiente externo
e interno, assegurando que as condi¢des sdo favordveis para que a célula prossiga no ciclo
celular. Porém, o ciclo celular ndo € um evento ao acaso e assim, pontos criticos de
checagem (“check-points’) controlam a progressao do ciclo G1-S-G2-M. Existe na verdade
um sistema central de controle com alta adaptabilidade a diferentes condi¢des ambientais e
tipos de células especificos. Ele recebe, monitora e integra sinais extra-celulares e ainda
tem a capacidade de deter a progressao do ciclo em determinados pontos. Esta importante
acdo reguladora é realizada através de sinais de retroalimentacdo negativa (Tyers,2004).
Existem pontos de checagem durante o ciclo celular em que decisdes quanto & progressao
do ciclo se faz necessdria, € um deles, é chamado de ponto de restri¢do, e ocorre em G1,
quando as células ja adquiriram um comprometimento de replicacio do DNA gendmico.
Este evento é de extrema importancia para a viabilidade celular, pois mesmo que o estimulo
para a divisdo seja retirado, a célula ainda continua o ciclo celular at¢ o DNA estar todo
replicado (Alberts, 2005). A passagem pelo ponto de restricdo em Gl e progressao
ordenada dentro do ciclo celular estd relacionada com a expressdo de uma diversidade de
ciclinas, proteinas expressas em G1 e com fun¢do de ativagdo da atividade de cdks (Cyclin
Dependent Kinases), um grupo de serina/treonina quinases citoplasmadticas, as quais
fosforilam a pRb. Uma vez fosforilada a pRb se dissocia de E2F, uma pequena familia de
fatores de transcricdo responsdveis pela indugcdo da expressdo de genes essenciais a
progressao do ciclo celular, deixando-o ativo. Dentre as cdks, podemos citar a cdk1, cdk2,
cdk4 e cdk6, e dentre as ciclinas, as mais importantes € mais bem caracterizadas sdo as
ciclinas A,B,D e E. Acredita-se que essas proteinas sé funcionem quando complexadas com
as cdks (complexo catalitico). A formacdo do complexo ciclina D:cdk4/6 no inicio da G1
comanda a passagem pelo ponto de restri¢do, o primeiro momento critico apds o qual a
célula progride para uma nova etapa do ciclo celular e assim torna-se crucial a formagao
desse complexo para a progressdo até metade da Gl. A ciclina E: cdk2 parece estar
envolvida pela transi¢do da fase G1 para S, a ciclina A:cdk2 governa a progressao da fase S
e a complexacdo da ciclina E com cdc2 a transi¢do de G2 para M. Além disso, as atividades
desses complexos podem ser conferidas pela regulacao de fosforilagdo e desfosforilagao,

sendo exemplificados pelo H:ckd7, também chamada de quinase ativadora de cdk ou CAK



(cdk activator kinase) que fosforila D: cdk4/6 e a desfosforilagdo da ciclina B:cdc2 na fase
G2, catalizada pela fosfatase cdc25, permitindo a transicdo para fase M (Alberts,2005).
Outros pontos de checagem do ciclo celular atuam no controle da replicacio do DNA,
quando a replicacao foi incorreta ou incompleta. Ocorre uma parada no ciclo celular até que
os erros sejam reparados ou € induzido mecanismo de morte celular (apoptose), dependente
de p53 (Pardee, 1989).A apoptose ¢ um mecanismo de morte celular que possibilita um
equilibrio no sistema, e ocorre através de um processo fisiolégico ou programado. E uma
forma de morte ativa e € caracterizada principalmente pela contracdo do citoplasma célular,
reorganizacdo nuclear, formacao de corpos apoptdticos, ativacdo de endonucleases e
fragmentacdo da cromatina. Para sua ativacdo, ocorre a clivagem de proteinas vitais
intracelulares, que sdo matérias primas para um grupo de proteases denominado de
caspases (cytosolic aspartate- specific cysteine proteases [Rudel & Bokock,1997]). Estas
enzimas possuem um residuo de cisteina no sitio ativo, e clivam substratos que possuem
residuo de 4cido aspartico em seqii€ncias especificas. Permanecem em estado de laténcia e
desativadas até que um sinal intracelular especifico (fisico, quimico, hormonal) seja
disparado, iniciando uma cascata de eventos onde outras caspases sdo ativadas para
atividades proteoliticas especificas. Uma gama de estimulos pode induzir a apoptose, tais
como estresse oxidativo, peréxido de hidrogénio, agentes anti-neopldsicos. Evidéncias
atuais sugerem que existem vdrias rotas distintas para a ativacdo das caspases, dependendo
do estimulo que desencadeia o mecanismo de morte. Em geral, duas vias distintas podem
ser ativadas. A primeira foi citada acima, e a segunda procede através da via de receptores
de morte, tais como Fas (CD95+ ou Apo-1) e TNF-RI1 (receptor do fator de necrose
tumoral) que recrutam caspases 8-10 para o complexo. Ocorre uma participagdao
mitocondrial com alteracdes na permeabilidade da membrana e liberagdo de citocromo ¢
para o citosol. O citocromo c se liga ao dATP, Apaf-1 e pré caspase 9, formando o
apoptossomo. A caspase 9 (iniciadora e ativa) pode entdo clivar caspases efetoras em
cascata, tais como 2,3,6,7,8 e 10. Portanto, a ativacdo da caspase 9 mediada pelo citocromo
¢ serve como um mecanismo de amplificacdo de sinais durante o processo apoptotico (Li et
al., 1997; Slee et al., 2009). As células cancerosas podem crescer desordenadamente devido
a desequilibrios associados a proliferacdo, regulacdo do ciclo celular e a maquinaria de

ativacdo dos mecanismos apoptéticos. Mutacdes no genoma que resultam em proteinas ndo



funcionais pré-apoptdticas ou na expressdo exacerbada de proteinas anti-apoptdticas

formam a base molecular que permite o desenvolvimento de tumores.

Resposta Imunolégica a tumores

Nas ultimas décadas, a imunologia de tumores tem se tornado uma disciplina
objetiva na identificacdo de antigenos especificos tumorais reconhecidos por anticorpos e
células T. Estes resultados sugerem que o sistema imune naturalmente possui habilidade de
reconhecer células tumorais e ainda de controlar o crescimento maligno. O reconhecimento
basico ou “immunosurveillance” permite que alguns tumores iniciais ndo se desenvolvam
embora outros, mais agressivos, ultrapassam a capacidade de defesa do organismo, e
formam o cancer primdrio e metastitico. Os mecanismos bdsicos representam aqueles da
imunidade inata mediada por células dendriticas, macréfagos, células NK e NKT, além de
numerosos mediadores soluveis entre os quais ressaltam as citocinas, em particular o IFN-y
(Shankaran et al., 2001).0 reconhecimento em tumores de antigenos modificados,
neoantigenos ou antigenos hiper-expressos, com funcionalidades diferentes das células
normais, leva a inducio de uma resposta immune especifica chamada adaptativa (resposta
celular e humoral, mediada por linfécitos T e linfécitos B, respectivamente). Essa resposta
efetora induzida contra um determinado tumor em processo de desenvolvimento, ndo €
suficiente em grande nimero de casos devido a um processo de selecdo de variantes
celulares ndo susceptiveis aos fatores imunes antitumorais produzidos, um mecanismo
denominado de immune editing, o qual é de fundamental importancia no microambiente

tumoral (Dunn et al.,2004).

As células dendriticas (CDs) desempenham uma extraordindria capacidade de
induzir, sustentar e regular a ativagdo de células do sistema imune e assim coordenar a
prevencdo dos tumores pelos seguintes motivos: os tumores sdo repletos de antigenos, os
quais sdo captados e apresentados pelas CDs através de “cross-priming”; as CDs

representam um elo importante entre imunidade inata e adaptativa, pois estdo associadas a



respostas efetoras tanto de células NK e NKT como de linfocitos T-CD4+ helper e T-CD8+

citotoxicos (Bevan, 2006).

O papel dos macréfagos na imunidade antitumoral foi bem caracterizado in vitro
mostrando-se que, quando devidamente ativados, produzem fatores como IFN-y, 6xido
nitrico (NO), liberacdo de enzimas lisossdOmicas, intermedidrios reativos de oxigénio (ROI)
e TNF-a. Além disso, foi demonstrado que os mecanismos efetores dos macréfagos
possuem uma seletividade antitumoral mais eficiente quando comparado a células normais
(Abbas, 2008).

Células NK (natural killer) sdo potentes efetoras do sistema imune inato que estao
envolvidas principalmente na lise de células tumorais. Sua fungdo citolitica é regulada pelo
balanco de sinais ativadores e inibitérios, 0os quais sdo transmitidos por receptores de
membrana apds a complexacdo intima de seus ligantes. Moléculas de MHC classe I sdao
capazes de inibir a ligacao de células NK a célula alvo. Um dos mecanismos de escape de
células tumorais € exatamente a ndo expressao de moléculas de MHC classe I e com isso a
auséncia de apresentacdo de peptideos antigénicos a células efetoras T-CD8+ especificos,
na tentativa do ndo reconhecimento da célula tumoral por outras células do sistema imune.
Contudo, isso estimula a reatividade com células NK que s@o capazes de reconhecer esse
“silenciamento espontdneo de escape” e ativar o mecanismo de lise (Rankin et al., 2003).
Alguns tumores expressam determiandos receptores, tais como MICA, MICB e ULB, os
quais sdo ligantes para o receptor ativador NKG2D nas células NK. Além disso, as células
NK podem ser direcionadas para as células revestidas por anticorpos da classe IgG pelos
receptores Fc (FcRyIIl ou CD16). A capacidade tumoricida das células NK € aumentada
pelas citocinas incluindo interferons, IL-12 e IL-2. Estudos in vitro destacam que células
NK ativadas por IL-2 (LAK) quando transferidas adotivamente demonstram resultados
anti-tumorais relevantes (Abbas, 2008). Markel et al. (2002) descreveram uma novo
mecanismo de inibi¢do da citotoxicidade das células NK interagindo com uma linhagem de
melanoma que nao expressava moléculas de MHC classe 1. Essa inibicao era mediada pela
interagdo homotipica de CD66a expressa em ambas células NK e de melanoma.

Uma relacao direta entre células dendriticas (DCs) e NK foi estabelecida (Fernandez
et al., 1999). Em camundongos com tumores MHC classe I-negativos, DCs transferidas

adotivamente estimularam células NK a exercer efeitos anti-tumor. Aparentemente um



contacto célula-célula entre DCs e células NK foi necessario para incrementar nas dltimas,
atividades citolitica e de producao de IFN-y.

As células NKT sdo linfécitos incomuns, pois sdo células que expressam alguns
marcadores de células NK (imunidade inata) e tem a capacidade de reconhecer antigenos
glicolipidicos apresentados por molécula MHC-like denominada CDI1 a um receptor de
células T (TCR) invariante, Val14Ja281 em camundongos ¢ Va24JaQ em humanos. Em
resposta a ligacdo com o TCR, as células NKT do tipo I produzem citocinas pro -
inflamatorias de perfil Thl, tais como IFN-y e IL-2 que auxiliam os mecanismos anti-
tumorais (Smith and Godfrey, 2000).

A participacdo da resposta adaptativa mediada pelos linfécitos B e subseqiiente
producdo de anticorpos é responsdvel pelas reagdes de neutralizacdo Ag-Ab e pelo
mecanismo de citotoxicidade celular mediada por anticorpos (ADCC). Uma vez que o0s
anticorpos se ligam as células tumorais, células como macréfagos e NK sdao dotadas de
receptores que reconhecem a porcao Fc das imunoglobulinas e assim, medeiam o
reconhecimento e destruicdo de células alvo (Staquicini, et al., 2008). Outro mecanismo
mediado pelos anticorpos € a ativagdo do sistema complemento (Abbas, 2008). Em nosso
laboratério, metodologias que visam terapias para o tratamento de melanoma sdo
constantemente examinadas, como no caso da obtencdo de anticorpos monoclonais contra
antigenos do melanoma murino B16F10. Em um desses trabalhos, camundongos C57BL/6
foram imunizados com células do melanoma murino B16F10-Nex4 singénico, obtendo-se
anticorpos IgG e IgM com atividades anti-tumorais in vitro e in vivo (Dobroff, et.al., 2002;

Dobroff et al., 2010).

Em geral, células T CD4+ helper ndo sao dotadas de mecanismos efetores voltados
para citotoxicidade direta contra os tumores, porém quando as células do tipo Thl sao
ativadas podem liberar TNF-a e IFN-y, aumentando a expressdo de moléculas de MHC
classe I e a sensibilidade a lise por CTLs das células tumorais (Abbas et al., 2008). Além
disso, o IFN-y produzido por estas células apresenta uma acdo direta sobre as células
tumorais (Rodrigues et al., 2003). As células T CD8+ citotéxicas (CTLs) s@o as mais
freqiientemente citadas como principais efetoras da resposta imune especifica antitumoral

(Zhang & Huang, 2008), embora, dependendo do modelo estudado, as outras populacdes



celulares do sistema imune tenham participacdo importante na eliminacdo das células
tumorais.

Estudos demonstram que linfocitos T-CD8+ derivados do infiltrado tumoral,
expandidos in vitro e transferidos adotivamente, tem a capacidade de melhorar a resposta
antitumoral em humanos apés deplecao de linfécitos através de quimioterapia (Rosenberg
& Dudley, 2004). Foi mostrado também que, apds transferéncia autéloga de linfécitos T
periféricos geneticamente modificados com vetor retroviral contendo genes de TCRs
reativos com quatro antigenos associados ao tumor (TAA), altos niveis destes linfocitos
circulantes foram detectados um ano apds o procedimento. Ainda nesse estudo,alguns
pacientes demonstraram uma regressao das lesdes metastiticas de melanoma (Morgan et
al., 2006).

Virias caracteristicas dos antigenos tumorais e das respostas imunoldgicas aos
tumores sdo fundamentais para a compreensdo da imunidade tumoral e para o
desenvolvimento de estratégias de imunoterapia contra o cancer (Abbas et al, 2008).
Portanto, as alternativas terapéuticas mostram-se de grande importincia e diversos tipos
dessas tém sido testados, sejam elas com células dendriticas, mecanismos mediados por
anticorpos, transferéncia adotiva de células, embora nenhuma das estratégias propostas foi

aprovada para uso em tratamento clinico até o momento (Gray-Schopfer et al., 2007).

Melanoma, incidéncia e desafios

O melanoma € um tumor de origem neuroectodérmica resultante da proliferacdo e
transforma¢do maligna dos melandcitos, os quais se originam de células precursoras na
crista neural que entdo migram para a pele, retina, meninges, mucosas e foliculos capilares
da 12° a 14" semana do processo embriogénico, e se apresentam como células
especializadas responsdveis pela producdo de melanina (utilizando tirosina como
precursor). Os melandcitos sdo encontradas na camada basal da epiderme, na retina e nos
foliculos do cabelo, e sua homeostase é regulada pelos queratindcitos da epiderme
(Slominski et al., 2004).

Dentre as neoplasias associadas a pele, o melanoma é a que apresenta o pior

histérico de prognoéstico. A associacdo com o seu alto indice de mortalidade deve-se



principalmente ao processo de desenvolvimento e progressao acelerado, os quais culminam
com metdstases para diversos Orgdos, tais como figado (Hawes et al., 2001), pulmdes
(Rodolfo et al., 2004), cérebro (Feldman et al., 2004) , ossos (Atallah & Flaherty, 2005),
ovario (Katz et al., 2005), estdomago (McWilliams et al., 2005) pancreas (Liang et al.,
2006) e intestino delgado( Belagyi et al., 2006). Destaca-se como o quinto tipo de cancer
mais freqiiente nos Estados Unidos, com taxas de incidéncia e mortalidade crescentes, as
quais de 1973 a 1994 aumentaram 120,5% e 38,9% respectivamente (Hall et al.,, 1999).
Segundo Rigel et al., 1996 neste mesmo Pais, € o tipo de cancer mais comum entre
mulheres de 25 a 29 anos e o segundo mais comum entre 30 a 34 anos, depois do cancer de
mama.

Segundo a IARC (International Agency for Research Cancer). Em todo o mundo,
durante todo o ano de 2002, ocorreram 160.000 novos casos de melanoma com 40.000
obitos. Na Australia, em muitos paises europeus e na América do Norte houve um aumento
de 5% ao ano nos casos de melanoma em 40 anos (Thompson et al., 2005). Segundo a
AIHW (Australian Institute of Health and Welfare), a Australia foi o Pais com maior
incidéncia mundial de melanoma em homens e o segundo em mulheres. No Brasil, segundo
as estimativas do INCA para 2008, a incidéncia foi de um total de 6.120 novos casos de
melanoma, sendo 2.950 casos entre os homens e 2.970 entre as mulheres. A regido com
maior porcentagem foi a regido Sul do Pais (INCA 2008). Cerca de 90% dos casos de
melanoma afetam a pele, 5,3%, os olhos 2,2%, apresentam local primdrio indeterminado e
1,3% afetam as mucosas, dos quais 55,4% ocorrem na regido de cabeca e pescoco. Os
melanomas primérios da cavidade oral s@o raros e correspondem a menos de 1,2 casos em
cada 10 milhdes de pessoas por ano, afetando mais comumente o palato, seguido pela
gengiva, mucosa jugal, 1abios e rebordo alveolar (Hicks & Flaitz, 2000).

A razdo do crescimento acelerado do melanoma €, aparentemente, uma soma de
alteracOes celulares em diferentes mecanismos que controlam o ciclo celular, por exemplo,
as mutagcdes em moléculas reguladoras tais como p53, proteina chave responsdvel pela
supressdo do tumor (Levine, 1999), protecio aumentada contra a apoptose, producao
excessiva de fatores de crescimento autdocrinos e citocinas, como bFGF e MGSA
“melanoma growth stimulatory activity”, proteases que degradam a matriz extracelular,

resisténcia a fatores de inibicdo exdgena, alteracdo ou aumento na expressdo de receptores



para fatores do crescimento exégeno e/ou fatores de crescimento do melanoma sem fungao
autdcrina aparente, tais como PDGF A, B e, TGF-$ que podem alterar o crescimento do
melanoma no microambiente tecidual estimulando fibroblastos normais, células endoteliais
ou queratindcitos a produzirem fatores de crescimento. Além disso, existe uma intrinseca
associacdo de mecanismos de expressdao de certos oncogenes e inativagdo de genes
supressores. Dentre os genes associados a progressao do melanoma podemos citar aqueles
que codificam proteinas controladoras do ciclo celular, como p16 (CDKN2A), localizado
no cromossomo 9p21 e responsdvel pela expressdo das proteinas pl6INK4a e pl4ARF
(Walker et al., 1998; Chin et al, 2003). Essa proteina é responsdvel pela inibicdo da
formagdo de um complexo enzimatico denominado DK4/CDK6/ciclina D, essencial para a
fosforilagdo da proteina Rb (proteina do retinoblastoma) e subseqiiente entrada da célula na
fase S do ciclo celular. A pl4ARF tem como fungao estabilizar a proteina p53, prevenindo
sua acdo mediada por hMD-2. Na auséncia de pl4 ARF, a proteina hMD-2 (ligase de
ubiquitina especifica para p53) conduz p53 a degradagdo pelos proteassomos (Kamijo et
al., 1998). Outra alteracdo associada a etiologia do melanoma ocorre no gene CCNDI,
localizado no cromossomo 11q13 e responsavel pela expressdao da ciclina D1, que atua
regulando positivamente o ciclo celular (Utikal et al., 2005). Mutagdes nos genes que
codificam as proteinas da familia ras e as serina/treonina quinases raf, o fator de
crescimento de hepatdcitos (HGF/SF) e seu receptor c-MET, assim como as proteinas
supressoras tumorais PTEN, p53, p27Kip1 e p21 também ja foram descritas em melanomas
(Chin, 2003; Chudnovsky et al, 2005; Li et al., 2006). Assim, cada etapa do
desenvolvimento tumoral é marcada por uma gama de varidveis, as quais levam essas
células a adquirirem um fenétipo altamente adaptativo. E nesse contexto adaptativo que as
células do melanoma expressam uma variedade de moléculas de adesdo e proteinas
intracelulares que auxiliam na ripida proliferacdo, aquisicao de neovascularizacdo, ou seja,
angiogénese tumoral através da secrecdo do VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular) e seus receptores com dominio quinase (VEGFRII/KDR) e tirosina quinase
(VEGF/F1t-1) (Mc Cormick 1999) e em situacdes mais avangadas processos de invasao e
metdstase (Hahn e Weiberg, 2002). Cerca de 90% das lesdes do melanoma surgem na pele
(Balch et. al., 1993) e apesar de representar apenas 5% das ocorréncias de cancer e pele, o

melanoma é o mais agressivo de todos os tipos, devido a sua alta capacidade angiogénica e



metastitica. De acordo com o Modelo de Clark (uma correlacdo do nivel anatomico da
invasdo associada ao nivel mitético), o inicio e a progressio do melanoma sdo
acompanhados por uma série de mudancas histoldgicas (Figura 1), classificadas em cinco
diferentes estdgios: (1) Nevo, lesdo benigna caracterizada pelo agrupamento dos
melandcitos; (2) Nevo displdsico, caracterizado pelo arranjo randémico e descontinuo dos
melandcitos; (3) Fase de crescimento radial, com proliferacdo celular intraepidérmica; (4)
Fase de crescimento vertical, na qual os melandcitos penetram através da membrana basal
em direcdo a derme e tecidos subcutaneos; e (5) Metdstase, caracterizada pela dispersiao do
melanoma para outras dreas da pele e outros 6rgaos, tais como figado, pulmio, ossos e

cérebro (Chudvnoski et.al., 2005; Dahl & Guldberg, 2007).
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Figura 1: Progressiao e transformacido dos melanécitos. O melanoma € fruto de uma transformagio
maligna dos melandcitos, células especializadas oriundas da crista neural, responsdveis pela produgdo de
melanina, as quais migram para a pele durante a embriogénese e em condi¢cdes normais limitam-se a camada
basal da epiderme. Existem vdrios estdgios associados ao processo de diferenciacdo melanocitica, cada qual
marcada por novos clones celulares com vantagens sobre o crescimento dos tecidos circundantes. Assim, os
melanomas sdo classificados histologicamente de acordo com a sua localizagdo e fase de evolugdo. A. pele
normal,mostra uma distribuicdo uniforme dos melandcitos dendriticos na camada basal da epiderme. B. Nevo,
sendo que nos estdgios iniciais os nevos melanociticos benignos ndo possuem alteracdo displdsica, e sdo
acompanhados pelo aumento do nimero de melandcitos dendriticos, e de acordo com a sua localizacdo s@o
denominados de nevos juncionais, cutineos ou compostos. Alguns nevos sdo displdsicos morfologicamente
atipicos aos melandécitos. C. Fase de crescimento radial (RGP) ja é considerado o estdgio primdrio maligno,
pois hd um comprometimento funcional dos nevos displdsicos com alteragdes na estrutura e arquitetura

z

atipica. D. Fase de crescimento vertical (VGP) ja é considerado potencialmente maligno e direciona ao



melanoma metastatico, devido o seu potencial invasivo vascular e linfatico (retirado de Schopfer-Gray;

Wellbrock e Marais, 2007).

O principal objetivo na terapia do cancer € a erradicacdo das células cancerigenas
sem que haja uma injdria dos tecidos normais. Estudos demonstram que as células tumorais
ou associadas possuem um grande nimero de moléculas em sua superficie com expressao
aumentada (Ruoslahti, 2002; St. Croix et.al., 2000), bem como outros fatores, tais como a
biossintese alterada e neoantigenos. Metodologias capazes de identificar marcadores ou
ligantes especificos sd@o necessdrias para o desenvolvimento de ferramentas que direcionam

diretamente as células tumorais (Shadidi et.al., 2003).

Atualmente, as medidas terapéuticas aprovadas para o melanoma incluem a
quimioterapia com Dacarbazina, Cisplatina, Carmustina, Paclitaxel e Termozolomida
(Zitvogel et.al., 2008). A quimioterapia cldssica pode ainda ser associada com drogas
imunoterdpicas, tais como Interferon-o (IFN-a) e Interleucina 2 (IL-2). Ambas tém
demonstrado uma atividade antitumoral em casos avangados de melanoma. Embora o IFN-
a geralmente forne¢a um excelente controle, somente 10% dos pacientes respondem com a
regressdao do tumor. Entretanto, mesmo com a associacao de diversas drogas, o progndstico

de sobrevida média ainda é de somente poucos meses (Parmiani et al., 2007).

A imunoterapia para o melanoma tem se tornado um desafio significante desde a
primeira tentativa de tratar pacientes com altas doses de IL-12. Assim, estratégias que
aumentem a imunidade antitumoral através da vacinagdo, imunidade do hospedeiro e a
transferéncia adotiva de células sdao procedimentos em investigacdo. O potencial
imunoterdpico foi primeiramente documentado por William Coley, em 1890, quando
produtos bacterianos (Coley’s toxins) foram administrados em pacientes que nao poderiam
ser submetidos a cirurgia para remog¢do de cancer. Esse potencial de imunoterapia foi
ignorado até boa parte do século XX, quando estudos mais detalhados demonstraram a
inducdo de protecdo e regressdo do melanoma. Em 1980, linfécitos ativados por lectinas e
IL-2 demonstraram ser alvos de células tumorais in vitro, e citocinas exdgenas comegaram
a ganhar um espaco investigativo, posteriormente sendo produzidos em larga escala, a fim

de serem aplicados em clinical trials para melanoma metastitico (Kirkwood e Ernstoff,

1985).



O sucesso da imunoterapia para o melanoma confronta-se com algumas varidveis
inerentes ao tumor, tais como mecanismos de evasio, moléculas relacionadas as vias de
sinalizacdo e a baixa imunogenicidade, em parte pela tolerancia aos antigenos “self”
compartilhados com células normais. Um aspecto dessa baixa imunogenicidade € o fato de
que o melanoma tem a capacidade de inibir a maturacao de células apresentadoras de
antigenos, prevenindo a completa ativag@o de linfocitos T e assim regulando negativamente
os mecanismos efetores de uma resposta antitumoral efetiva (Kirkwood et.al., 2009).
Assim, hd uma urgente necessidade de novas terapias, as quais num primeiro momento
quebrem a tolerancia inicial imposta pelos processos de seleciao e elementos reguladores do
tumor, promovendo uma resposta antitumoral efetiva e especifica contra o melanoma.
Algumas dessas estratégias ja sdo realizadas atualmente, tais como o tratamento com
agonistas de TLRO (toll like receptor 9) e o bloqueio de marcadores celulares que realizam
papéis fundamentais na regulacdo de uma resposta imune. Esta estratégia de inibir a
molécula reguladora para geracdo de uma resposta antitumoral efetiva foi ensaiada com a
infusdo de anticorpos monoclonais para CTLA-4 (molécula coestimuladora que exerce o
papel de regular negativamente a ativacdo e inducdo de células T) em camundongos,
aumentando-se a imunidade antitumoral e a regressio do volume tumoral (Shen, et al.,

2004; Menard et al., 2008).

Em geral, os estudos na drea da imunoterapia t€ém se preocupado em mimetizar
fendmenos relacionados a imunidade frente aos patégenos, incluindo a captura e o
processamento de antigenos; apresentacdo de antigenos através do MHC classe I e 1I;
sinalizacdo via PAMP’s (pathogens associated molecular determinants) através de TLR
(toll-like receptors), incluindo lipopolissacarideos, dupla fita de DNA contendo regides nao
metiladas CpG; aquisicao da capacidade migratéria em dire¢do aos 6rgdos linféides e mais
importante ainda, regulacdo positiva de receptores coestimuladores e secrecdo de citocinas.
Porém, as armas do sistema imune inato e adaptativo para uma resposta efetora e um
coordenado funcionamento nao se baseiam somente na montagem de uma resposta imune
robusta, mas também incluem alguns mecanismos de controle, o que evita uma resposta
prolongada e desnecessdria, evento que pode acarretar danos celulares e sistémicos. Assim,
o sistema imune “desenvolveu” um elaborado sistema de atenuagdo, o qual exerce a fungao

de feedback negativo desses mecanismos, visando o equilibrio de uma resposta. Cinco



exemplos cldssicos amplamente estudado de moléculas que realizam esse feedback
negativo sdo: em células T, as fosfatases CD45 e ubiquitina ligases Cbl/b , as quais
atenuam a resposta em nivel de receptor (TCR); CTLA-4 e PD-1 fornecem sinais
coestimulatorios negativos em diferentes estdgios da ativagdo de células T e em outras

células proteinas denominadas SOCS (Supressor of cytokine signaling) (Gilboa, 2004).

Microambiente e escape tumoral

A relac@o entre sistema imune e sobrevivéncia tumoral € um processo dindmico
dependente do microambiente. O sistema imune € capaz de conter o estabelecimento de um
processo tumoral, porém, com o passar do tempo, pressodes seletivas tornam as células do
sistema imune um aliado do desenvolvimento e progressao tumoral. Essa manipulagdo em
prol do tumor, baseada na alteracao fenotipica e sistémica de uma resposta € a chave para a

compreensdo dos mecanismos de uma resposta ndo efetora.

Heterogeneidade e plasticidade sdo caracteristicas marcantes das células da
linhagem monocitica-macrofdgica. Dependendo do microambiente € em resposta a
determinadas citocinas, os fagdcitos mononucleares podem ter propriedades funcionais
polarizadas, referidos como M1 e M2. Classicamente, macréfagos ativados M1 sdo
induzidos por IFN-y ou TNF-a. Ja citocinas de carater imunossupressor como IL-4, IL-10 e
IL-13 induzem uma forma alternativa de macréfagos, denominada M2. O fenétipo dos
macréfagos M1 caracteriza-se pela alta expressdo de IL-12 (high), alta expressao de IL-23
(high) e baixa expressdao de IL-10 (low). Sdo células eficientes na producdo de espécies
reativas de oxigé€nio e intermedidrios oxidados de nitrogénio, além de outras citocinas
inflamatodrias tais como IL-1, TNF-a e IL-6. Além disso, os macréfagos M1 sdo potentes
indutores e potencializadores das respostas Thl e contribuem contra progressao priméria
dos tumores. Por outro lado, os macréfagos M2 compartilham um fenétipo IL-12 low, IL-
23 low e IL-10 high, com uma varidvel capacidade de produzir citocinas inflamatorias.
Macroéfagos M1 e M2 sdo dotados de um repertério antagdonico de padrdo e ativagdo de
citocinas ¢ em geral, M2 induzem e polarizam o repertério Th2 e assim, promovem o

estabelecimento e progressao do tumor, reparo e remodelamento tecidual. Nesse contexto,



em um microambiente tumoral, células de origem mieldide imaturas, presentes nos 6rgaos
linféides e tecidos neoplésicos, assim como os macréfagos associados ao tumor adquirem o
fendtipo M2 e assim polarizam as reacdes que favorecem o estabelecimento do tumor assim
como o desenvolvimento e progressdao tumoral, por secretar quimiocinas inflamatérias
como CCL2, CSF1 e fator de crescimento endotelial vascular A, os quais promovem a
inflamacao, remodelamento tecidual e angiogénese. Estratégias terapéuticas que limitem a
angiogénese ja foram descritas como atenuadores do recrutamento de células com o

fenétipo M2 no microambiente tumoral (Mantovani et al., 2008).

Cabe salientar, que mesmo os fatores classicamente antitumorais em um primeiro
momento e das condicdes ditadas pelo microambiente tumoral, se comportam de maneira
ineficaz e pro tumorigénica. Exemplos desse mecanismo sdo: IL-2 tem a funcdo
relacionada com a expansdo clonal de células T, mas no ambiente tumoral pode se
comportar também como estimulo pré-apoptético para células T ativadas; IFN-y, uma
citocina primordial de perfil Thl e com acdo antitumoral, pode induzir a expressdo de
ligantes inibitérios para células T e NK, inibicdo da angiogénese (pela indugdo de fatores
de crescimento promotores de metdstase mediada por hipdxia) e citotoxicidade mediada por
radicais livres liberados por macréfagos (inibitdrios para células T). Além disso, o tumor é
capaz de induzir de forma direta ou indireta células T regulatérias (Tregs), as quais
apresentam um fendtipo CD4+ CD25+ Foxp3+ que bloqueiam e inativam uma resposta
imune efetora antitumoral, pois desencadeiam um processo de anergia (fator direto) através
da complexacdo com receptores CTLA-4 (Yu & Fu, 2006) ou pela secrecdo de fatores
soliveis (forma indireta) tais como IL-10, II-13 e TGF-B (Knutson et al., 2007). Esses
eventos somados prejudicam a eficiéncia de uma resposta efetora, pois limitam a acdo de
linfécitos T citotoxicos especificos contra o tumor. Em um ambiente tumoral, os proprios
mecanismos de resposta sdao usados como elementos essenciais no processo de
carcinogénse e aquisi¢do de um fendétipo metastatico.Em melanomas, a secre¢ao de TNF-a,
IL-1, fatores quimioatraentes e de crescimento macrofiagico, como CSF1, CCL2 (uma
quimiocina originalmente descrita como atraente de macréfagos derivados de tumor), ciclo-
oxigenase 2, o principal fator de transcri¢do inflamatério NF-kB e enzimas relacionadas ao
remodelamento tecidual auxiliam no cardater maligno associado a este tipo de tumor. (Joyce

& Pollard, 2009).



Enquanto de um lado temos macr6fagos associados ao tumor promovendo o
estabelecimento, desenvolvimento e progressao de tumores através da manipulacdo dos
mecanismos da imunidade inata, outra populacdo de células essencial para uma resposta
antitumoral também ¢é requisitada. Cé€lulas dendriticas, ou células apresentadoras de
antigenos profissionais, t€ém a capacidade de modular a imunidade adaptativa, criando um
elo importante entre ambas as respostas, € sdo assim capazes de controlar a ativacao das
células B e T, NK e NKT, além de serem capazes de induzir a ativacdo especifica de
macréfagos M1, contribuindo para uma melhor resposta efetora antitumoral. Assim,
estrategicamente as células dendriticas residem em todos os tecidos e fornecem um
equilibrio na captura, processamento, migracdo aos Orgdos linféides secunddrios e
apresentacdo de antigenos aos linfocitos especificos. Existem diversas subpopulagdes de
células dendriticas com distintas fungdes, porém as células dendriticas imaturas (nao
ativadas) t€m a fun¢@o de induzir o mecanismo de tolerancia imunoldgica por apresentar
antigenos proprios a células T, enquanto que células dendriticas maduras desempenham a
imunidade especifica por promover a ativacao, proliferacdo e diferenciacdo de células T
efetoras. Observagdes de diversos estudos clinicos t€ém notado nos ambientes tumorais,
infiltrados de células dendriticas imaturas, das quais estdo presentes em mais de 90% dos
tumores de mama e a presenca de 60% de células dendriticas maduras, as quais se

concentram nas dreas peritumorais (Mantovani et al., 2008).

Subpopulagdes de células NKT (tipo II) quando ativadas no ambiente tumoral
também podem desencadear uma resposta de perfil Th2 e assim, citocinas tais como IL-4,
IL-10, IL-13 e TGF-f também podem ser secretadas, aumentando o potencial de
imunossupressao das células apresentadoras de antigenos e linfécitos T CD4+ e CD8+
(Smith & Godfrey, 2000). Na imunidade adaptativa, as células T CD4+ podem, por
exemplo, secretar citocinas imunossupressoras € inibir a proliferacdo de linfocitos T,

comprometendo a efetividade da resposta antitumoral (Vence et al., 2007).

Foi demonstrado recentemente na UNONEX que os glicoesfingolipideos iGb3
(Galol-3Galf1-4GlIcf1-1Cer) e  seu  precursor iGb4  (GalNAcP1-3Galal-
3Galf1-4GlcP1-1Cer) presentes no tumor podem ativar in vitro células iNKT, quando

apresentados por células dendriticas. A transferéncia passiva de células dendriticas ativadas



in vitro com os glicoesfingolipideos eliminou o crescimento tumoral in vivo (Dias et al.,
2009).

Um dos fatores inerentes ao tumor, é que o proprio mecanismo desencadeado no
microambiente pode subverter a funcdo das células dendriticas, e assim, criar um
mecanismo de escape de uma resposta imune especifica e efetora. Este evento se da através
da polariza¢do da maturagdo celular, através da ativacdo de sinais de transcri¢do tais como
STAT3 e aumento da producao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Estes
eventos somados ndo s6 induzem a prevengdo de uma resposta especifica, mas também
induzem a tolerdncia e promovem a angiogénese. Além disso, diversas citocinas podem
induzir a supressdo de células dendriticas, tais como IL-10 e IL-6 secretadas em alguns

tumores humanos (Jager et al., 2001).

Nosso grupo (UNONEX) também demonstrou em 2008, que a neutralizaco in vivo
da IL-13 por terapia génica, utilizando uma quimera formada pela cadeia a2 de alta
afinidade do receptor de IL-13 e pela por¢cio Fc de uma IgG murina expressa em um
plasmideo eucaridtico, foi capaz de retardar o desenvolvimento do melanoma murino
B16F10-Nex2, protecdo potencializada por concomitante terapia génica com IL-12 e

quimioterapia com um composto ciclopaladado (Hebeler-Barbosa et al., 2008).

A Figura 2 demonstra exatamente esse complexo mecanismo de manipulacdo do
sistema imunoldgico dirigido pelo tumor, mostrando que o microambiente € rico em
citocinas e outros mediadores inflamatérios que influenciam na imunossupressao,

crescimento de células tumorais, remodelamento tecidual e angiogénese.
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Figura 2: Papel das principais citocinas no microambiente tumoral. Células tumorais podem coexistir
com células do sistema imunoldgico: macrdéfagos associados ao tumor (TAM), linfécitos T regulatérios
(Treg), células dendriticas (DC) e células mieldides supressoras (MSC). TAM e Treg no microambiente
tumoral sdo as principais células que direcionam o padrdo de resposta para um perfil Th2, e assim citocinas
secretadas no meio como IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-p tem a capacidade de suprimir a resposta anti-tumoral
liderada em um primeiro momento pelas células NK e linfécitos T CD8+. Essa estratégia de ativacdo do
sistema imune em prol do desenvolvimento e progressdo tumoral é uma das formas que os tumores

adquiriram de lidar com as constantes pressoes seletivas e assim se desenvolver (Seruga et al., 2008).

Dentre as alternativas terapéuticas, a imunoterapia baseada em “carregar” células
dendriticas com peptideos semelhantes aos apresentados pelas moléculas de HLLA classe I e
IT é uma estratégia bastante usada. Além disso, a vacinacdo com imunomoduladores
recombinantes (co-estimuladores e citocinas), exossomos, vetores virais, plasmideos de
DNA, transfeccdo de RNA, anticorpos opsonizados em células dendriticas, inibi¢do de
transdutores de sinais e terapia anti-angiogénica sdo as mais destacadas (Chudvnovski
et.al., 2005; Gray-Schopfer et.al., 2007). O conjunto desses “pré-clinical/clinical trials”

demonstram que o sistema imune € capaz de rejeitar o estabelecimento do tumor.



Sinalizacdao no melanoma

A compreensdo dos fendmenos relacionados aos processos de desenvolvimento e
progressdo dos tumores vem ganhando um destaque inovador e com perspectivas
promissoras. H4 cada ano que passa as estratégias para o tratamento de tumores soélidos
passam a ser direcionados a alvos oncogénicos especificos e sua ativacdo influencia na
cascata intracelular. O Trastuzumab (Herceptin®) um anticorpo monoclonal humanizado
utilizado no tratamento do cancer de mama liga-se especificamente ao HER-2 (fator de
crescimento epidermal humano). O ST1571 (Gleevec®) um inibidor de tirosina quinase
com alvo no produto da expressdo génica alterada de BCR-ABL em pacientes com
leucemia mieldide cronica, sdo exemplos de como a compreensao das vias de sinalizagao
podem auxiliar no desenvolvimento de ferramentas especificas para futuros tratamentos. O
entendimento de como proteinas reguladoras dos diversos mecanismos do comportamento
celular estd intimamente ligado, € um desafio para a compreensdo das vias de sinalizagdo
que culminam em agdes celulares especificas. A ativagao de vias como RAS/RAF/MAPK
torna-se um critico componente da proliferacdo e sobrevivéncia tumoral, evento que
também pode ser acompanhado em modelos de melanoma (Colisson, et al., 2003). Durante
o processo de transformagdo oncogénica, células de melanoma escapam dos mecanismos
normais de controle do crescimento e adquirem a capacidade de invadir os tecidos
adjacentes. Raf € uma serina treonina quinase que tem como uma de suas funcdes
dowregular a acdo de Ras GTPase. Quando ativada, Raf fosforila MEK que entdo fosforila
ERK. Uma vez ativado, ERK fosforila diversos alvos citoplasmaticos e nucleares, os quais
medeiam diferentes acdes celulares. Hoje se sabe que em melanomas, tanto B-Raf quanto a
proteina Ras estdo mutadas em aproximadamente 30% dos melanomas humanos, e assim,
por ser uma proteina altamente relacionada a regulacdo da proliferacdo, sobrevivéncia e
diferenciagdo celular, torna-se um marcador essencial da progressdo maligna do melanoma
humano (Karasarides, et al., 2004). Nos ultimos anos cresceu a compreensdo do papel de
ERK e MAPK no melanoma (Gorden, et al., 2003) e a prova deste fato € a preocupacao dos
trabalhos em inibir a via das MAPK e B-Raf. Colisson, et al., 2003 demonstrou que a
administracdo oral de uma molécula denominada CI1040, um inibidor de MEK quinase,

impediu a formacdo de metdstase pulmonar assim como uma regressdo do melanoma



pulmonar em camundongos e Hingorani, et al. (2003) suprimiram a atividade de B-Raf e

notaram a regressao da transformacdo do melanoma.

Outra via de sinalizac¢do estudada em modelos de melanoma € a participagdo da Akt,
uma proteina que desempenha um importante papel na sinalizacdo do ciclo celular,
metabolismo, sobrevivéncia celular e processos associados a angiogénese. Segundo estudos
liderados por Steelman er al. (2004), essa via estd mutada e super expressa em uma
variedade de tumores, sendo que 40-50% estao relacionados nos modelos de melanoma,
agindo principalmente no gene PTEN. O produto deste gene codifica uma fosfatase, que
tem como func¢do primdria a degradacdo de produtos gerados por PI3K, através da
desfosforilagdo do fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato e fosfatidilinositol 3,4 bifosfato na
posicdo 3. A perda da funcdo da PTEN gera o acimulo de segundos mensageiros lipidicos,
evento que aumenta a atividade de fosforilacdo da Akt, direcionando a uma diminuicdo da
apoptose e aumento da sinalizacdo mitogénica (Steelman et.al., 2004). A expressao
aumentada de Akt tem sido relacionada com pior prognéstico de diversos tipos de tumores,
incluindo carcinoma géstrico, hepatocelular, cancer de mama e melanoma. O aumento da
fosforilagdo de Akt e a progressao de modelos de melanoma foram evidenciados por Dai et
al. (2005), sendo esse aumento relacionado a 17% expresso em nevos normais, 43%
expresso em nevos displasicos, 49% expresso em melanoma primério e 77% expresso em
melanomas metastdtico. Uma caracteristica marcante da Akt € a interagcdo intracelular com
outros componentes de vias opostas. No trabalho desenvolvido por Dhawan et al. (2002)
os autores evidenciaram a ativacdo constitutiva de Akt em melanoma regulando
positivamente a expressao do fator de transcricio NF-kB e este evento estd associado com a
progressao tumoral. Além disso, o efeito de Akt também esta relacionado com a progressao
tumoral por auxiliar a motilidade tumoral e conseqiiente a invasdo celular e a producgdo de
metaloproteases (Kim et al., 2001) e por ser capaz de interferir na evolucdo da progressao
do crescimento radial (RGP) para o crescimento vertical (VGP), favorecendo assim um

possivel mecanismo de metastase (Govindarajan, et al., 2007).

Uma das vias bem estudadas no desenvolvimento de processos tumorigé€nicos € a
associacdo da via Wnt, envolvida na estimulacdo de vias de transdugdo de sinal envolvidas

na proliferacdo celular, sobrevivéncia, comportamento e destino celular. Por mais de 20



anos, a oncogenia de moléculas Wnt foi observada em uma série de experimentos aleatdrios
provenientes da integracdo proviral em camundongos. A importancia da sinalizacdo de Wnt
em tumores humanos desde entdo tem sido reforcada pela identificacio de genes que
codificam componentes da via Wnt, tais como Axina, APC (Adenomatous polyposis coli) e
B-catenina (Polakis, 2007). Um exemplo cldssico da participagdo dessas proteinas é o
envolvimento da expressdo da Wnt5a em bidpsias de melanoma humano e o aumento da
progressdo, motilidade celular e invasdo. Nas ultimas décadas, outras vias de sinalizagdo
em modelos tumorais também ganharam atencao especial, como JNK/c - Jun, INK/ATF2,

JNK/c - Jun e PKC (Veeman et.al., 2003).

Vias de sinalizacdo ainda ndo muito bem descritas no desenvolvimento e progressao
tumoral referem-se as vias que culminam na secrecdo de citocinas. As citocinas
desempenham uma série de fungdes controlando a sobrevivéncia celular e proliferacao.
Suas atividades sdao mediadas por receptores transmembrana que transduzem sinais
intracelulares através da complexacdo e ativagao de moléculas efetoras citoplasmaticas. A
duracdo e a intensidade desses sinais sdo reguladas pela acdo de fosfatases e proteinas que
induzem a ativacdo de uma familia de inibidores que interferem na sinalizacdao JAK/STAT,

denominada de supressor of cytokine signalling — SOCS (Star, et al.,1997).

As proteinas SOCS constituem uma nova familia de proteinas que regulam
negativamente os sinais de transducdo de sinal de citocinas, com sete membros (SOCS1-
SOCS7), cada um com tropismo especifico em diferentes vias de sinalizacdo. O primeiro
membro desta familia SOCS-1, também chamada de JAB ou SSI-1 foi clonada em 1997
(Endo et al. 1997; Naka et al. 1997, Starr et al. 1997). Todos os membros sdo constituidos
por um dominio cldssico central SH2, um dominio amino-terminal varidvel (contendo
regido KIR) e um dominio carboxi-terminal conservado de 40 aminodcidos, conhecido
como SOCS-box, cuja funcio € o recrutamento de um sistema de ubiquitina transferases, os
quais interagem com um complexo contendo elonguina B, C, culina-5, RING-box-2 (RBX-
2) e ligase E2, as quais medeiam a degradacdo protéica via proteassomo. Cada
representante dessas proteinas é responsdvel por uma funcdo intracelular especifica no

mecanismo atenuante da sinalizacdo. A figura 3 demonstra a estrutura e funcdo das

proteinas SOCS-1 (Youshimura et al., 2007).
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Figura 3: Estrutura e funcdo das proteinas SOCS-1: a) Estrutura da SOCS1. A estrutura de SOCS-1,
assim como todos os membros dessa familia sdo constituidos por um dominio cldssico conservado central
SH2, um dominio amino-terminal varidvel (contendo regido KIR) e um dominio carboxi-terminal conservado
de 40 amino4cidos, conhecido como SOCS-box, cuja fungdo € o recrutamento de um sistema de ubiquitina
transferases, os quais interagem com um complexo contendo elonguina B, C, culina-5, RING-box-2 (RBX-2)
e ligase E2, as quais medeiam a degradag@o protéica via proteassomo. Assim, todo o complexo, proteinas
SOCS-alvo do complexo receptor de citocinas, incluindo Janus quinase (JAK), e as proteinas SOCS-1 sdo
direcionadas  para degradacdo proteossémica. Além do mecanismo de ubiquitinacdo e subsequente
degradagdo de proteinas, tanto SOCS1 e SOCS3 podem inibir a atividade direta da tirosina quinase de JAK
pois contém uma regifio quinase inibitéria (KIR) situado em seguida ao dominio SH2 central, que se propde a
funcionar como uma pseudosubstrate . SOCS1 inibe a atividade catalitica de Jaks ligando-se o ciclo de

ativacdo do dominio catalitico através de KIR e seus dominios SH2. A inibi¢do da atividade quinase por KIR



€ o mecanismo mais importante de supressio SOCS1 e SOCS3, como mutacdes pontuais nessa regido sao
capazes de abolir completamente o efeito inibitério da SOCS1 e SOCS3 sobre a sinalizagdo de citocinas. b) O
papel do dominio SH2 da SOCS1. SOCS1 podem interagir diretamente com a ativagdo de JAK kinase, mas
também tem afinidade com os receptores de interferon (IFN). Portanto, SOCS1 podem ligar aos receptores de

IFN primeiro, e entdo interagir com Jaks.

A funcdo de SOCS-1 tem sido estudada por se tratar de uma proteina que regula
negativamente a sinalizacdo de citocinas, tais como IFN-y, IL-2, IL-6, IL-12, IL-15, fator
inibitério de leucemia, oncostatina € hormdnios de crescimento, em células T e outras
células. Essa supressao € resultante da intervencao direta na via de sinalizacdo JAK/STAT,
através da ligacdo do dominio SH2 (KIR) na al¢a de ativagdo de JAK, o qual se liga
diretamente as tirosinas da quinase Jak2 e assim inibe a atividade das quinases através da
oclusdo do sitio de ligacdo dos substratos, surgindo assim como um mecanismo de
feedback negativo dessa via. Assim, a SOCS-1 estd relacionada por sua habilidade de

regular negativamente a regulacio de citocinas e a sinalizac¢do de fatores de crescimento.

Outra fun¢do desempenhada pela SOCS-1 € a sua capacidade de inibir a atividade
de KIT (receptores de tirosina quinase). Este mecanismo estd associado pela sua habilidade
em se complexar, através do dominio SH2, em uma regido nao catalitica denominada de
“kinase insert” e assim desestabilizar o fator VAV-1 (fator de troca do nucleotideo
guanina), um importante oncogene relacionado a diversas desordens hematopoiéticas. Além
disso, alguns estudos revelam que SOCS-1 forma um complexo multimérico com
componentes VCB, E3 ubiquitina ligase, elonguina B e C, através da regido C-terminal da
SOCS box. Estes indicios levaram os autores a propor um modelo no qual a SOCS-1
funciona como uma molécula adaptadora com a fun¢do de recrutamento de moléculas tais
como a VAV, a qual € ubiquitinada e direcionada a degradacao via proteassomo (Kamura,
et al.,1998; Zhang, et al.,1999; De Sepulveda et al.,2000; Tyers & Rottapel, 1999). O
processo de transformacgdo celular inclui tanto sinais de ativacdo de oncogenes como a
supressdo de sinais inibidores, que normalmente operam para regular a duracdo e a
intensidade dos sinais. O papel de SOCS-1 segundo trabalhos de Rottapel et al. (2002) € o
de uma molécula reguladora negativa e intimamente associada a inativacdo de mutacdes
que favorecem o desenvolvimento de desordens hematopoiéticas. SOCS-1 pode inibir a

forma oncogénica de VAV e assim inibir a proliferacao induzida pelas formas oncogénicas.



(De Sepulveda et., al 2000; Rottapel, et al., 2002). Em outro trabalho, os autores revelaram
que SOCS-1 suprimiam o crescimento tumoral de células transformadas tanto diretamente
pela via oncogénica como através da inibi¢do do receptor KIT através da fusdo protéica
denominada TEL-JAK2. Esta fusao € resultante da translocacdo cromossdémica de
t(9;12)(p24; p13) que direciona a justaposicdo do fator de transcrigdio TEL com JAK-2.
Esta translocacdo foi originalmente encontrada em pacientes com leucemia mieldide
cronica (CML) e leucemia linféide aguda (ALL) (Lacronique et al.,1997; Peeters et al.,
1997). O mecanismo de inibicdo liderado pela SOCS-1 foi distinto entre a inibi¢ao de KIT
e TEL-JAK2, pois a regiado SH2 foi essencialmente necessdria para inibir TEL-JAK2,
enquanto para KIT este dominio foi dispensado. Além disso, SOCS-1 foi capaz de regular
diversas vias de sinalizacdo que promovem a proliferacdo celular de uma variedade de

linhagens celulares (Rottapel et al., 2002).

Diversos trabalhos tentam demonstrar a acdo de SOCS-1 em diferentes modelos
tumorais e diferentes niveis de expressdo. Alguns deles demonstram o papel de SOCS-1
como um produto génico supressor de tumor. Essa funcdo foi atribuida em estudos
mostrando que SOCS-1 regulava a sinalizacdo de IL-6 (Lee et al, 2006; Flowers et
al.,2005). Outros demonstram a participacdo de SOCS-1 diretamente na malignidade
tumoral, como € o caso do trabalho de Li et al. (2004). Nesse trabalho os pesquisadores
demonstraram, utilizando linhagens de melanoma, que os transcritos de SOCS-1 eram
detectdveis tanto em linhagem normal de melandcitos quanto em linhagens transformadas.
Porém, a expressdao protéica de SOCS-1 s6 era detectada na linhagem de células
transformadas. Foi a partir desses dados de expressao aumentada de SOCS-1 em células
transformadas que tomamos como base para a realizacdo de nosso trabalho. Os autores
chegaram a conclusdo e correlacionaram a expressao de SOCS-1 em células de melanoma
humano com o aumento do potencial invasivo seguindo o modelo de Clark, ou seja, quanto
maior o nivel de Clark apresentado pelos pacientes (Clark IV e V), maior a concentragdo de
SOCS-1 nas amostras in vivo e in situ. Este trabalho foi de fundamental importancia, pois
tornou-se um marcador da progressdo tumoral de melanoma humano in sifu. Outro trabalho
que evidencia a participagdo de SOCS-1 em modelos de melanoma, porém com um
envolvimento de seu tropismo metastitico para o cérebro, € o trabalho publicado por Huang

et al. (2008). Neste trabalho, os autores detectaram que a expressao de JAK?2 foi maior em



células de melanoma que tiveram metastase para o cérebro do que a expressao de SOCS-1,
que foi reduzida significativamente. Outro dado importante foi a correlacdo da expressao de
SOCS-1 na linhagem celular A375Br (linhagem transformada RNAi para SOCS-1) e
A375P (wild type),e seu achado foi que a expressao de SOCS-1 que se apresentava em
concentracao reduzida nas linhagens A375Br nao foram capazes de reproduzir os efeitos de
invasdo cerebral quando comparada a linhagem original A375P (células de melanoma
primdrio). O mecanismo pelo qual SOCS-1 inibiu a metdstase para o cérebro pode ser

atribuido, pelo menos em parte, pela regulacdo da angiogé€nese e invasao.

Outro trabalho que coloca SOCS-1 como um supressor de tumor foi desenvolvido
por Yoshikawa et al. (2001), que evidenciaram que o silenciamento de SOCS-1 regulou o

crescimento de carcinoma hepatocelular.

Como podemos evidenciar, a literatura traz resultados bastante diferenciados sob
silenciamento de SOCS-1. Porém, o papel do envolvimento das proteinas SOCS-1 na

sinalizacdo e resisténcia tumoral ainda permanece um evento ndo muito bem esclarecido.

Em relacdo a uma imunoterapia baseada no aumento de IFN-y, Takahashi et al.
(2008) concluiram que o aumento da atividade antiproliferativa dos interferons era mediado

pelo silenciamento da expressdo de genes das proteinas SOCS em células tumorais.

RNA de interferéncia (RNAi): Historico e mecanismo de
silenciamento.

A revelagdo de que as moléculas de RNA eram dotadas de uma atividade catalitica,
em meados dos anos 80, ja havia alertado que elas provavelmente desempenhassem
fun¢des muito mais relevantes do que as de simples mensageiros ou “fabricas de proteinas”.
Com o passar dos anos, 0 RNA passa a ser visto de uma maneira mais ampla e sistémica,
ou seja, como mediador celular principal para o controle do metabolismo. O inicio da
descoberta comecou com fatos inusitados e dificeis de explicar, e as primeiras observacoes
tiveram plantas como alvo. Em 1990 um grupo de pesquisadores pretendendo produzir
petiinias com uma cor purpura mais intensa usou como estratégia a adicdo de cdpias

adicionais do gene chalcone synthase e sob controle de um forte promotor, envolvido na



producdo de pigmentos de antocianina. Porém, o evento observado foi completamente
paradoxal e ao invés de observarem uma intensificacdo da colora¢do desejada, muitas
apareceram variegadas e até mesmo totalmente brancas, sem pigmento. Este fendmeno de
silenciamento génico em plantas também foi observado em outros organismos e ficou
conhecido “co-supressdo, uma vez que a expressdo tanto do gene introduzido (trangene),
quanto do homodlogo enddgeno foi suprimida. Esses mecanismos foram descritos por dois
grupos distintos (van der Krol et al., 1990; Napoli et al., 1990).

Em 1995, Guo e colaboradores apresentaram um trabalho analisando o gene
par-1 de Caenorhabditis elegans (verme nematéide) utilizando a técnica de RNA antisense.
Nesse trabalho, eles relataram um detalhe intrigante: tanto o RNA antisense como sense
(controle) levaram ao silenciamento do gene em estudo (Guo e Kemphues, 1995). Por volta
de 1996 ja havia a hipétese que duplas fitas de RNA (dsRNAs) levassem de alguma forma
ao silenciamento génico nas petinias e fungos, idéia essa que soava como nonsense pois
era dificil imaginar um mecanismo claro pelo qual isso pudesse acontecer. Contudo Fire et
al. (1998) (Figura 4) acreditaram nessa hipltese e imaginaram que 0S experimentos
liderados por Guo eram paradoxais exatamente devido a uma contaminacdo das moléculas
de RNA senso com antisense, gerando dsRNAs que levaram ao silenciamento génico. O
que chama a atengdo para os experimentos de Fire et al. é o fato da observacgdo atenta e a
simplicidade com que foram conduzidos.

Assim, o papel da molécula de RNA tornou-se imprescindivel e uma nova
ferramenta que anos mais tarde seria essencial na biologia molecular denominada RNA de
interferéncia comecou a ganhar forca e prestigio na comunidade cientifica.

Conceitualmente, o RNAi é uma técnica que se aproveita de elementos bdsicos e
evolutivamente conservado ao longo das células, pois destaca-se como um mecanismo
oriundo da prépria maquinaria celular, e é inerente aos processos bioquimicos pré-
existentes no organismo, a chamada via de silenciamento génico p0s transcricional (PTGS),
que se caracteriza como um mecanismo de defesa que atua reconhecendo e degradando
moléculas estranhas de fita dupla no transcriptoma de uma célula vidvel. Portanto, a
estratégia do silenciamento génico via RNAi é disparado pela introdugdo de seqiiéncias de
RNA de dupla fita (dsRNA) cuja seqiiéncia € especifica ao RNA mensageiro alvo que sera

degradado (Zamore et al., 2000; Bernstein et al., 2001).



As fungdes de determinados genes agora podem ser elucidadas de maneira mais
minuciosa, bem como uma inter-relacdo entre diferentes vias celulares pode ser mapeada.
Muitas vezes, a inativagdo permanente de determinados genes pela técnica de “animal
knock-outs” ndo € satisfatéria, pois esta técnica interfere no comportamento e disposi¢ao do
DNA, e se nos deparamos com um alvo génico que é um elemento essencial para a
sobrevida do animal, um alvo sistémico e inter-relacionado, como por exemplo um gene
que afeta o metabolismo celular ou resposta inflamatéria, fica dificil o seu silenciamento,
pois compromete a integridade dos experimentos. Assim, pela técnica do RNA de
interferéncia, podemos silenciar pontualmente um alvo génico atuando especificamente
naquele determinado padrdo celular, sem comprometer um sistema, pois 0 mecanismo de
atuacdo € pos transcricional. Existem duas maneiras de introduzir o RNAi nas células alvo,
sendo que o primeiro € diretamente pela transfeccao de pequenos RNAI sintéticos (siRNAi)
0s quais possuem um efeito transitério ou entdo, através da introducdo de vetores
plasmidiais, os quais levam a expressio de RNA dupla fitas em forma de hairpins
(shRNAIi) e sdo processados pela maquinaria celular através de uma RNA polimerase III
denominada de DICER, em siRNAi que ativa o complexo RISC (Figura 5) e uma expressao
estavel é constituida. Porém, o uso de vetores plasmidias torna o processo de transfec¢ao
um evento limitado, devido a sua baixa transfeccdo. Para aumentar a eficiéncia da
transfeccdo utilizando vetores plamidiais e do silenciamento génico via shRNA1, o emprego
de lentivirus tem ganhado espago na comunidade cientifica (Matta et al.,2003; Mittal et al.,
2004) e foi a base de nossa construcdo para o silenciamento continuo e criagao de nossas

linhagens.
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and 10 Na;HP,0,. FV solution also contained 0.2 NaF and 0.1 Na,VO,. Rarely,
irreversible current rundown still occurred with FVPP. The total Na' concen-
tration of all cytoplasmic solutions was adjusted to 30 mM with NaOH, and pH
was adjusted to 7.0 with N-methylglucamine (NMG) or HCI. PIP, liposomes
(20-200 nm ) were prepared by sonicating | mM PIP, (Boehringer Mannheim)

in distilled water. Reconstituted monoclonal PIP, antibody (Perspective
Biosystems, Framingham, MA) was diluted 40-fold into experimental solution.
C
teristic rectification, mostly owing to the presence of Na" in FVPP and possibly

ent—voltage relations of all currents reversed at Ex and showed charac-

also residual polyamines. Current records presented (measuredat 30 °C,-30 mV
holding potential) are digitized strip-chart recordings. Purified bovine
brain GBSy was diluted just before application such that the final detergent
(CHAPS) concentration was 5 pM. Detergent-containing solution was washed
away thoroughly before application of PIP,, because application of phos-
pholipid vesicles in the presence of detergent usually reversed the effects of
GBy; presumably, GB+ can be extracted from membranes by detergent plus
phospholipids.

Molecular biology. R188Q mutation was constructed by insertion of the
mutant oligonucleotides between the Bsml and Bglll sites of pSPORT-
ROMKI (ref. 11). A polymerase chain reaction (PCR) fragment (amino acids
180-391) from pSPORT-ROMKI R188Q mutant was subcloned into pGEX-
2T vector (Pharmacia) for expression of R188Q mutant protein of GST-RKC.
The construction, expression and purification of GST-IKC (amino acids 182—
428 of IRK1), GST-GKC (180-462 of GIRK1), GST-IKN (1-86 of IRK1) have
been described*".
In vitro PIP, binding assay. "H-PIP, in chloroform-methanol (1:1) (American
Radiolabeled Chemicals; 0.4 wCinM™" specific activity) was dried under N,
and sonicated in 100 1l phosphate buffered saline (PBS) to form pure *H-PIP,
liposomes. Purified GST fusion protein (100 nM) was incubated with *H-PIP,
(0.2—1 M) and precipitated by glutathione 4B-Sepharose beads. After 1 wash
with PBS, the precipitates were dissolved in SDS gel loading buffer and counted
in a beta-scintillation counter using a window for *H. The bound “H
radioactivity was typically in the range ~2-8% of the total added. For co-
immunoprecipitation, 25% PIP, or PIP in 75% phosphatidylcholine (PC)
background (30g PIP, or PIP (Boehringer Mannheim) and 90pg
phosphatidylcholine (Sigma)), both in chloroform, were dried down together

and sonicated in 300 ] PBS to form mixed liposome. GST fusion proteins were
first incubated with 25% PIP, or PIP liposome (100 pM) and PIP; antibodies
(1:100 dilution) for 2 h and with protein A—Sepharose for a further 30 min.
After one wash with PBS, the immunoprecipitates were separated by 10% SDS—
PAGE, probed with specific antibodies*", and visualized by ECL (Amersham).
Each experiment was performed at least twice with similar results. The relative
amount of immunoreactivity in each lane was quantified by serial dilutions of

sample®.
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Experimental introduction of RNA into cells can be used in
certain biological systems to interfere with the function of an
endogenous gene'”. Such effects have been proposed to result
from a simple antisense mechanism that depends on hybridiza-
tion between the injected RNA and endogenous messenger RNA
transcripts. RNA interference has been used in the nematode
Caenorhabditis elegans to manipulate gene expression™. Here we
investigate the requirements for structure and delivery of the
interfering RNA. To our surprise, we found that double-stranded
RNA was substantially more effective at producing interference
than was either strand individually. After injection into adult
animals, purified single strands had at most a modest effect,
whereas double-stranded mixtures caused potent and specific
interference. The effects of this interference were evident in
both the injected animals and their progeny. Only a few molecules
of injected double-stranded RNA were required per affected cell,
arguing against stochiometric interference with endogenous
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Figura 4: Paper publicado por Fire et al. em 1998: Principal marco que inicia os estudos voltados ao RNA
de interferéncia e o torna uma poderosa ferramenta na biologia molecular para o entendimento das fungdes
génicas. Este trabalho demonstrou os efeitos inesperados da injecdo de moléculas dSRNA em C.elegans: os
dsRNA induziam o silenciamento gé€nico de maneira especifica na qual alguns animais ainda eram dotados de

alteracdes no fendtipo.



Assim, o RNAI tornou-se uma ferramenta robusta, capaz de causar alteragdes na
expressao génica de linhagens estabelecidas ou primarias de determiandos genes.

O processamento do RNAi € iniciado quando moléculas longas de RNA dupla
fita(centenas de nucleotideos) dsRNA (uma fita sense e outra fita antisense) sdo
incorporadas pelas células. A fita sense é aquela que possui a regido homoéloga ao RNA
mensageiro alvo enquanto a antisense € a sua complementar (Bernstein et al., 2001). Por
mecanismos evolutivos, toda vez que duplas fitas de RNA sdo incorporadas pelas células,
ocorre a ativacdo e o reconhecimento de uma endoribonuclease denominada de DICER,
semelhante a RNA polimerase III, que entdo cliva esta longa fita em pequenos fragmentos
de RNA identificados em pequenos duplexes de 21 a 25 nucleotideos, com estrutura
molecular bem definida, sendo um grupo fosfato na extremidade 5° e dois nucleotideos
“overhanging” na extremidade 3°, conhecidos como siRNA (small interfering RNA)
(Elbashir et al., 2001). Estes siRNA sao incorporados por um complexo denominado RISC
(RNA-Induced Silencing Complex) o qual tem a funcao primordial de separar a dupla fita e
utilizar a antisense como guia para localizar e degradar o RNA mensageiro alvo através de
um mecanismo do tipo encontro controlado por difusdo (diffusion-controlled encounter).
Ainda, existem evidéncias que o acesso ao sitio € regulado por uma estrutura secunddria do
proprio RNA alvo, influenciando constantemente a eficiéncia da clivagem pela RISC.
(Brown et al.,2005 ; Dykxhoorn et al.,2003,2005; Dorsett et al.,2004).

Antes da descoberta do RNAi em 1998, havia tecnologias utilizando 4cidos
nucléicos antisense visando a inibicdo especifica. Porém, comparada com outras
estratégias, tais como antisense, oligonucleotideos de DNA e ribozimas, o RNAi é muito
mais potente, pois em menores concentragdes suas funcdes sdo superiores quando

comparado as estratégias citadas acima (Aagaard & Rossi, 2007).



Clivagem do
shRNA pela
Dicergerando
SIRMA

siRNA sintético

) Transfece®
; Plasmiden
N shRNAI D) .
| > 4 ﬂkp_a?
% & -n;‘ﬂ.“
: y -‘\._ J a0
P
1"-*{\ r
A RIEC diszocia a
fila 50, 15l
resuita na
atwracdo do
complexo
coniendo o
| Integragdo viral do antisenso
shRNAI no
CrOrmoss0
nomBHA
il ["_F._ __l__ ; A media o
p 11 ™ ___ reconhecimento
Particula Leniviral : e i L e S
shRNAi ; L
mRNa é . s i it i = Atvagho da RISC,
| degradada pela ; T 1 reconhecimenio e
maquinaria clivagern do mRMNA
normal da :
celula

Figura 5: Inducio do silenciamento génico através do RNA de interferéncia. A figura demonstra as trés
formas de introduzir RNAds nas células; através da transfeccdo direta de siRNA sintéticos ou através da
utilizag@o de vetores plasmidiais e virais, os quais expressam shRNAi. Ao entrar na célula sdo reconhecidos
por uma endoribonuclease — DICER e processados em siRNA de 21 a 25 nucleotideos, os quais sdo
reconhecidos por um complexo denominado RISC que utiliza e direciona a fita antisense para reconhecer e
clivar o RNAm alvo. Uma vez clivado, esse RNA mensageiro serd degradado pelas RNAses citoplasmaticas

(Sigma Aldrich).

Assim, o cancer se caracteriza como uma doenga complexa que afeta diversas vias
celulares, tais como o ciclo celular, sinalizacdo intracelular alterada, reparo de DNA,

apoptose, respostas a determinados tumores, influéncia do microambiente, invasdo celular e



metdstase. Hoje, contamos com uma gama de ferramentas que auxiliam e direcionam
nossos estudos da evolugdo de diversos tumores, dentre as quais destacam-se: modificacdes
pOs traducionais e alteragdes na sinalizacdo, sendo as mais intrinsecamente associadas a
tumorigénese. Recentemente, diversas tecnologias nos permitem estabelecer diferencas
entre células normais e células tumorais, e assim, contribuem para o conhecimento do
processo de desenvolvimento de tumores. Estudos direcionados por Landmark t€m
sugerido que as maiores alteracdes a nivel celular resultam de alteracdes epigenéticas, tais
como ativagdo de determinados oncogenes, inativacdo de genes supressores de tumor,
receptores de citocinas e receptores de fator de crescimento (Navarro e Esteller, 2008).
Assim, atualmente nossos estudos estdo direcionados para a identificacio de marcadores
associados aos tumores, que em um primeiro momento possam atuar diretamente no
diagnéstico e progndstico, além do desenvolvimento de terapias eficazes para minimizar ou

até mesmo erradicar a instalacdo e progressiao de processos tumorais.

A Unidade de Oncologia Experimental (UNONEX) visa e tém demonstrado
alternativas relevantes e promissoras, para o desenvolvimento de terapias que garantem
uma protecdo significativa em modelos de melanoma murino como base para outros
estudos em tumores humanos. No presente trabalho, utilizamos a metodologia de RNA de
interferéncia para silenciarmos a proteina SOCS-1 em células de melanoma B16F10-Nex2
e assim, avaliar, compreender e caracterizar o envolvimento desta proteina no

desenvolvimento e progressao tumoral.



Objetivos

Geral

O presente trabalho visa avaliar e caracterizar os efeitos do silenciamento de SOCS-

1 em células de melanoma murino (B16F10-Nex2) em ensaios in vitro € in vivo.

Especificos

4.2.1. Obtengdo das linhagens celulares de melanoma (B16F10-Nex2) transfectadas e
selecionadas com os lentivirus contendo o plasmideo vazio B16pLKO e contendo a

construcdo shRNAi SOCS-1 B16 A SOCS-1;

4.2.2. Silenciar o gene que codifica a proteina SOCS-1 através de shRNAi (RNA de
interferéncia) e acompanhar esse silenciamento por RT-PCR (PCR em Tempo Real); e

Western blotting;

4.2.3. Avaliacdo in vitro, para caracterizagdo das células em ensaios de migracao celular,
ensaios de invasdo celular (MATRIGEL), ensaio clonogénico, ensaios de proliferacao
celular, andlise morfolégica (DAPI e faloidina), ciclo celular (PI) e andlise da expressao de
determinados receptores extracelulares e intracelulares resultante do silenciamento de

SOCS-1 por citometria de fluxo (FACS);

4.3.4. Avaliacdo in vivo, da tumorigenicidade de células de melanoma das trés linhagens
B16 wild type, B16 pLKO e B16 A SOCS-1 em camundongos C57/b6, através do modelo

subcutaneo e metastatico;



Materiais e Métodos

Animais

Camundongos C57B/6 machos, com seis a oito semanas, foram obtidos do Centro
de Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) da Universidade Federal de
Sao Paulo (UNIFESP). Os animais foram mantidos em isoladores com &4gua, racdo e
serragem autoclavadas, em biotério a 22 + 2°C e umidade de 55 + 10% controladas. Todos
0s n0ssos protocolos experimentais seguiram as normas do Comité de Etica e Pesquisa para

Experimentacdo Animal da UNIFESP.

Linhagens celulares

A linhagem tumoral murina foi isolada de um melanoma espontineo em animais
C57B/6. Fidler (1975) obteve linhagens gradativamente mais agressivas € invasivas apds
sucessivas passagens in vivo, numerando-as de F1 a F10. A linhagem mais agressiva € a
B16F10, fornecida pelo Instituto Ludwig de Pesquisas contra o Céancer. Na Unidade de
Oncologia Experimental (UNONEX) foram selecionadas sublinhagens destas, sendo
nomeadas de Nex 1 a 6, com diferentes propriedades fenotipicas e apresentando graus
distintos de agressividade ou viruléncia. A sub-linhagem B16F10-Nex- 2 é a mais proxima
da linhagem original, apresentando baixa imunogenicidade e moderada viruléncia,
desenvolvendo tumores subcutaneos que nao mestastizam para os pulmodes, mas capaz de

formar numerosos nédulos pulmonares quando inoculados pela via endovenosa.

A linhagem de melanoma murino B16F10-Nex2 foi cultivada em meio RPMI-1640
suplementado com 10 mM de HEPES, 24 mM de bicarbonato de sédio, 40 mg/mL de
gentamicina e 10% de soro fetal bovino (SFB), pH 7,4. Para repique das células, foram
utilizados PBS (140 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPOy,, 1,8 mM KH,PO,, pH 7,4),
para lavagem, e PBS/EDTA (PBS com 0,02% de EDTA), para liberagdo das células dos

frascos de cultura.



A linhagem celular B16F10-Nex2 que nao passou pelo processo de transfec¢do foi
denominada de B16 wild type, enquanto as linhagens criadas a partir da transfec¢do com: o
plasmideo vazio foi denominada de B16 pLKO e com a constru¢do para o silenciamento de

SOCS-1 foi denominada de B16 A SOCS-1.

Producao de particulas lentivirais contendo construciao para
expressao de shRNAi para SOCS-1 e seqiienciamento.

A fim de silenciar a expressdo de SOCS-1 em células de melanoma (B16F10 nex2),
foi construido um oligonucleotideo denominado de shRNAi SOCS-1, além da utilizacdo
controle do plasmideo vazio denominado de pLKO1 PURO. A constru¢do sense e antisense

¢ representado abaixo:

shRNAi SOCS-1 Sense/Antisense

5'CCGGCTACCTGAGTTCCTTCCCCTTCTCGAGAAGGGGAAGGAACTCAGGTAG

TTTTTG 3/

S’AATTCAAAAACTACCTGAGTTCCTTCCCCTTCTCGAGAAGGGGAAGGAACTC

AGGTAG 3'

Este oligonucleotideo foi clonado no plasmideo pLKO.1PURO (Zufferi et al.,
1997), sendo a base de nossa construcio para shRNAi SOCS-1. O plasmideo vazio também
foi utilizado como controle. Para a sintese das particulas virais foi necessdria a transfec¢ao
em células HEK-293 (células humanas de rim) através de um mix de plasmideos, cada qual
dando origem a uma particularidade estrutural das particulas virais. Assim, 1ug de pLKO
PURO total contendo a constru¢ao SOCS-1, 750 ng de psPAX (plasmideo responsavel pelo
empacotamento), 250 ng de pMD2G (plasmideo responsavel pelo envelope viral) e 7x10°
de HEK-293 em uma placa de 12 pogos, tendo uma confluéncia de 60 4 80% . Os
plasmideos para uso em nossos experimentos foram adquiridos da Addgene®. Para

expansdo plasmidial, bactérias E.coli DH5a foram transformadas por choque térmico com



os vetores produzidos, os quais foram purificados pelo método de mini-preparagdo ou
maxi-preparagdo alcalina (mini e maxiprep). A constru¢do do shRNAi proposta foi
seqiienciada no plasmideo pLKO.1 PURO, e o seqiienciamento foi realizado no Centro de
Estudos do Genoma Humano através de 350 ng/uL. de amostra (plasmideo + inserto)
utilizando o MegaBACE1000 (GE Healthcare). As reacdes de seqiienciamento foram
realizadas de acordo com o protocolo para 0 MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic ET
Dye Terminator Kit (com Thermo Sequenase™ II DNA Polimerase) codigo US81090. As
seqiiencias foram analisadas pelo software Sequence Analyser utilizando o ‘Base Caller

Cimarron 3.12.’

Transfeccao de células de melanoma B16F10-Nex2 com os vetores
virais e obtenc¢ao dos clones B16 pLKO e B16 A SOCS-1.

As células de melanoma murino B16F10 nex2 foram transfectadas utilizando as
seguintes construgdes: particulas virais contendo o plasmideo vazio (pLKO1) e particulas
virais contendo a constru¢do shRNAi SOCS-1, que tem como alvo a proteina SOCS-1.
Neste ensaio, as células BI6F10 nex2 foram cultivadas em placas de 24 pocos até atingir a
confluéncia de 80%. Posteriormente, o meio foi aspirado completamente e adicionado aos
pocos 100 uL. do sobrenadante obtido da cultura das células empacotadas (produto da
producdo lentiviral das HEK-293) diluidos na razdo 1:1 com o meio completo contendo 10
pg/mL de FUGENE® para um volume final de 200 pL, e assim, uma carga viral suficiente
para a transfeccao (MOI-Multiplicity of Infection) foi introduzida nessas células de
melanoma (B16F10 nex2). No periodo de 12 a 16 horas as particulas virais ficaram em
contato com as células BI6F10-Nex2 em estufa a 37°C e apds esse periodo, as células
foram lavadas. O processo de selecdo das células transfectadas e contendo os insertos foi
baseado no tratamento das células com um antibidtico que o plasmideo carrega, o gene de
resisténcia-Puromicina. Uma curva de puromicina foi realizada em células normais (sem
transfeccdo) e a concentracdo de 5 ug/mL foi a concentracio ideal, capaz de destruir todas
as células sem a expressdo dos plasmideos. Assim, essa concentracdo foi a chave para o
processo de selecdo contendo a nossa construc¢do. Portanto, as células que se apresentaram
vidveis a concentracdo de Sug/mL durante 5 dias com puromicina foram caracterizadas

como as células que contém os plasmideos efetores, e assim, foi dado a continuidade e a



realizagdo deste trabalho. Um segundo tratamento com puromicina foi realizado, a fim de

estarmos certos de que as células realmente expressavam os plasmideos e

conseqiientemente a nossa construcao.

A Figura 6 representa o mapa do vetor viral baseado em lentivirus para a expressao
do shRNA..

oop
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Figura 6: A construcio foi desenhada para a expressdo de shRNAi, cuja seqiiéncia foi complementar ao
mRNA do gene SOCS-1, o que nos possibilitou ativar os diversos mecanismos intrinsecamente relacionados
aos mecanismos de ativa¢do do processo de silenciamento gé€nico. O shRNAI representado acima contém
regides sense e antisense separados pelo loop (alca). O vetor viral pPLKO1 PURO possui o gene de resisténcia
4 puromicina, controlado pelo promotor PGK para a sele¢cdo dos clones celulares. Esta constru¢do também
possui gene de resisténcia para a ampicilina (AMP) e a origem de replicacdo (pUC Ori), evento que nos

possibilitou a expansdo plasmidial em bactérias DHS5a. Os cassetes de expressdo da puromicina (PURO) e do



shRNAI sdo flanqueados pelas regides terminais repetidas (LTR) do HIV, o que permite a total integragcdo no
genoma da célula. Essa particularidade tornou o efeito do silenciamento uma forma constitutiva e ndo
transiente em nossas células contendo a construcio shRNAi SOCS-1. A regido 3'LTR possui uma
modificacdo, evento que impede sua auto inativacdo apds a integracdo (SIN), ou seja, impede a replicacdo
viral na célula. A constru¢do também possui um sinal de empacotamento de RNA , elemento de transporte
constitutivo (trato central de polipurina) (cppt) e elemento de resposta reversa (RRE) que aumentam a eficicia

da transfeccao.

Ensaio de formac¢io de colonias das linhagens B16 pLKO e B16 A
SOCS-1.

Neste ensaio, as células selecionadas previamente com puromicina foram
transferidas para garrafas de 25 cm2 em um nimero de (50-100 células) para cultivo de 4 a
5 semanas. ApOs este periodo, as coldnias com mais de 20 células foram submetidas a

contagem em um microscopio optico com aumento de 100 X e 200 X

Extracao RNAm das linhagens de B16 wild type, B16 pLKO e B16 A
SOCS-1 e sintese de cDNA pelo método da Transcriptase Reversa
(RT)

A extracdo do mRNA das células de melanoma controle e silenciadas pelo shRNAI
foi realizada através da metodologia do TRIZOL (Invitrogen), seguindo as instru¢des do
fabricante. A sintese de DNA complementar (cDNA) foi feita com 1ug de RNA total para
utilizacdo da transcriptase reversa. A reacdo foi realizada no volume final de 20uL na
presenca dos seguintes reagentes: 1uL de ANTPs mix 10mM (dATP, dTTP, dCTP e dGTP),
4uL de tampao de reagdo 5SX (Tris-HCL 50mM, KCL 75mM e MgCl, 3mM), 2uLL de DTT
100mM, 1uL de inibidor de RNAse (RNAse OUT, Invitrogen), 40U/uL, 1uL do primer
OLIGO dT 0,5ug/uL, 1uL da enzima transcriptase reversa SuperScript II (GibcoBRL). As
etapas da reacdo de transcri¢do foram as seguintes: 1- Desnaturacdo 65°C por 5 minutos; 2-
Sintese a 42°C por 60 minutos; 3- Reacdo de inativagdo da transcriptase reversa 70°C por

15 minutos. Posteriormente, as amostras serdo dosadas por espectrofotometria (razao



260/280) e tratadas com DNAsel (Quiagen) durante 15 minutos a 37°C, afim de evitar

contaminacdo de DNA para assim realizarmos posteriormente a amplificagdo deste cDNA.

Analise da expressao génica de SOCS-1 em Tempo Real (RT-PCR) nos
transcritos de B16 wild type, B16 pLKO e B16 A SOCS-1.

Para a andlise quantitativa de nossos transcritos o cDNA foi submetido ao Real
Time por uma técnica de PCE multiplex denominada de “Tagman Tecnology”, padronizada
pela Apllied Biosystem através do equipamento ABI Prism 7700. Nesse ensaio, a primeira
fita do cDNA foi amplificada em 25 pL de reacdo contendo 12,5 uL. de Tagman, 2X
mistura de “master mix”, primers especificos para o gene desejado (900 nM cada) e probes
(200 nM). A etapa de amplificacdo foi a seguinte: 1- desnaturacdo a 95°C durante 10
minutos, a qual ativa a enzima AmpliTaq Gold; 2- 40 ciclos a 95°C 15 segundos
(desnaturacao) e 60°C durante 1 minuto (anelamento). Em seguida, a fluorescéncia foi lida
no detector ABI Prism 7700 Sequence Detector. Através dos valores da fluorescéncia
obtivemos o Ct (threshold cycle), isto é, o ciclo no qual a quantidade de produto formado
corresponde a concentragdo inicial das fitas moldes (RNAm/cDNA) amplificados pela
reacdo. Os valores de Ct de cada amostra foram normalizados através do método da curva
padrao, utilizando os resultados da expressio do gene HPRT (Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyl transferase), uma enzima essencial para a sobrevida das células por estar
relacionada aos processos inerentes ao metabolismo celular, e por isso, sua expressio €
constitutiva. Para a constru¢do da curva, realizou-se a diluicdo 1X 1/3, 1/27 e 1/81 das

amostras positivas de cDNA do gene de interesse.

Os primers usados no ensaio da amplifica¢do para o gene da proteina SOCS-1 foram

sintetizados pela Prodimol (IdT) e as seqiiéncias sdo as seguintes:

SOCS-1 foward
5'CCCTCGAGTAGGATGGTAGC3”

SOCS-1 reverse
5’ ACGAAGACGAGGACGAGGAG 3~

HPRT foward



5'-AAGGACCTCTCGAAGTGTTGGATA 3~
HPRT reverse

5-CATTTAAAAGGAACTGTTGACAACG 37

Deteccdo da proteina SOCS-1 através de Western Blotting nas
linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 A SOCS-1.

Para avaliar o silenciamento da expressao de SOCS-1, Western blotting foi
realizado, iniciando-se pelo método de extracdo protéica em conjunto com a extragdo de
RNA pelo método de TRIZOL, na qual foi adicionado o passo de lavagem com guanidina
em etanol 95% e SDS 1%, sendo que as proteinas sdo posteriormente precipitadas com
isopropanol overnight. A massa protéica (30ug) foi fervida com tampao contendo agente
redutor B-mercaptoetanol e posteriormente separada em gel de 10% SDS-PAGE. Em
seguida, utilizou-se a transferéncia eletroforética para uma membrana de nitrocelulose 0,2
um (Amersham Bioscience). O bloqueio com leite Molico 5% e as etapas de lavagem
foram realizadas, e as membranas incubadas com 3ug/mL de anticorpos monoclonais anti-
SOCS-1 mouse (Invitrogen). Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpos
secunddrios anti estreptavidina-peroxidase (Sigma Aldrich) e reveladas com DAB (Sigma

Aldrich).

Ensaios de migracao celular nas linhagens B16 wild type, B16 pLKO
e B16 A SOCS-1.

As linhagens foram distribuidas em placas de cultura de 6 pogos, na concentracao
de 5x105/pogo e mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO?. Posteriormente, foram retiradas
da estufa, trocado o meio de cultura, lavadas com solu¢ao PBS 1X e com o auxilio de uma
ponteira de 1000 uL, um “risco” no meio da placa foi realizado. Imagens desse momento
(momento 0) foram capturadas em triplicata e comparadas com imagens realizadas 24 horas
apods. O diametro do encontro das células do tempo zero (0 horas) e apds vinte e quatro (24
horas) foram aferidos, em dez diferentes pontos, e transformados em porcentagem de

migracao.



Ensaio de invasao celular utilizando transwell - MATRIGEL com as
linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 A SOCS-1.

Células (5x103) de cada linhagem foram adicionadas em transwell (MATRIGEL) e
SFB na base da placa. As células que ultrapassaram a membrana do transwell em direcao
ao SFB foram consideradas células que tiveram a capacidade de invadir a matriz. As
células que invadiram a matriz foram coradas por GIEMSA e contadas em microscopio

optico 100X em cinco diferentes campos, os quais foram realizados em triplicata.

Ensaio clonogénico das linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 A
SOCS-1.

A capacidade de determinadas populagdes de células tumorais de crescer em
substrato s6lido e assim formarem clones (colOnias), indica o seu potencial tumorigénico. A
fim de avaliar se o efeito do silenciamento de SOCS-1 em células B16F10-Nex?2 afetou
esse potencial, 5x10° células de cada linhagem foram plaqueadas em meio de agarose 1%,
diluido em RPMI e acrescido de 20% de SFB. Trinta dias apds esse plaqueamento
avaliamos o efeito do silenciamento e comparamos com células B16 wild type quanto a

formacao de colonias, através da contagem desses clones em microscépio éptico.

Ensaio de proliferacao celular das linhagens B16 wild type, B16
pLKO e B16 A SOCS-1.

A fim de avaliar se o efeito do silenciamento afeta diretamente o crescimento das
células tumorais, 5x10* células de cada linhagem foram plaqueadas em diferentes placas de
Petri, por 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas, ressuspendidas e contadas (20uL) em camara de
Neuwbauer. A contagem foi realizada em triplicata e o azul de Trypan foi usado para

detectar as cé€lulas viaveis.



Analise morfologica das linhagens B16F10 wild type, B16 pLKO e
B16 A SOCS-1, utilizando DAPI e FALOIDINA.

Para este experimento, 2x10* células das trés linhagens foram plaqueadas em
laminulas redondas esterilizadas (Fisher Scientific Co., Pittsburgh, PA) e inseridas em
placas de 24 pocos contendo meio RPMI e suplementado com 10% de SFB até atingir a
confluéncia de 80%. Apds o tempo de incubagdo as laminulas foram lavadas com PBS 1X e
fixadas com paraformaldeido gelado 2% (Sigma) durante 30 minutos. As laminulas foram
novamente lavadas e permeabilizadas com PBS 0.1% Triton durante 40 minutos. As células
foram novamente lavadas com PBS 1X e incubadas com Faloidina-TRICT na concentragao
1:1000 (Invitrogen) e Img/mL de DAPI (Invitrogen) diluido em PBS por 1 hora. As
laminulas foram posteriormente retiradas e ancoradas em laminas na presenca de 4uL de
vectashield (Sigma) e a morfologia celular evidenciando o citoplasma e a area nuclear foi
observada em microscépio de fluorescéncia na objetiva de 60X com 6leo de imersao. DAPI
(azul) foi observado no comprimento de onda de excitacdo 350 nm e 470 nm e FITC
(vermelho) observados em comprimento de onda de excitacdo de 490 nm e emissao de 520
nm. Para faloidina-TRICT (actina vermelha) foi usado um filtro de excitacdo de
comprimento de onda 580 nm e emissdo 620 nm. A drea nuclear das células foi calculada
utilizando o didmetro das células e a formula: S=m.d/2.D/2, d=didmetro menor; D=

didmetro maior.

Avaliacao do ciclo celular nas linhagens B16 wild type, B16 pLKO e
B16 A SOCS-1 através da citometria de fluxo ( FACS).

As linhagens celulares B16 pLKO, B16 wild type e B16 ASOCS-1 (10°) em
suspensdo foram fixadas e tratadas com 2 % PBS e submetidas a centrifugagcdo por 15
minutos a 4°C. As células foram lavadas trés vezes com PBS e ressuspendidas com 1mL de
etanol gelado por 1 hora. Apds a lavagem com PBS as células foram ressuspendidas em
solucdo DNA staining (2.5 pg/mL iodeto de propidio (PI) e 0.5 mg/mL RNase A em PBS)

e detectadas por citometria de fluxo para avaliacdo do ciclo celular (FACScan flow



cytometer - BD Biosciences). Os dados foram analisados pelo software CellQuest (Becton

Dickinson, San Jose, CA).

Avaliacao da expressao de determiandos receptores intracelulares
e extracelulares nas linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 A
SOCS-1 por citometria de fluxo (FACS).

As linhagens B16 pLKO, B16 wild type e B16 A SOCS-1 (10% em suspensio foram
fixadas e tratadas com PBS contendo 1% de paraformaldeido, 0,5% de saponina, 1% BSA
e 1% soro de camundongo for 20 minutos a 4° C. Células foram lavadas em solu¢do A
(PBS containing 0,5% saponina, 1% BSA e 1% soro de camundongo) e incubadas na
mesma solucdo com o0s anticorpos especificos para captura de: Por¢cdo o do receptor de
insulina, por¢do B do receptor de insulina, EGFR, p-EGFR, FGFR-3,FGFR-4 and FGFR-5
(Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) por 1 hora a 4°C e lavados novamente e incubados
com um o-Ig de coelho conugado com fluorocromo (phycoerythrin) por 1 hora a 4°C. As
células foram lavadas mais duas vezes com a solugdo A e fixadas com 0.4% de
paraformaldeido. A fluorescéncia foi mensurada através do FACScan flow cytometer (BD

Biosciences), e os dados foram analisados pelo software FlowJo (TriStar).

Ensaios in vivo

Modelo subcutaneo

A fim de induzir formacdo de um tumor, e comparar o papel in vivo do
silenciamento de SOCS-1 em células tumorais, os camundongos machos C57B/6 foram
desafiados pela via subcutanea contendo 5x10* células de cada linhagem. Quinze dias apds
o desafio, os camundongos foram acompanhados em dias alternados e seus respectivos
volumes tumorais foram aferidos. O volume tumoral méximo permitido foi de 3.000 mm®.

O nimero de camundongos utilizados para este experimento foi de 18 animais no total,



sendo 6 animais para cada uma das 3 diferentes linhagens, B16 wild type, B16pLKO e
B16ASOCS-1.

Curva de sobrevida

A curva de sobrevida foi utilizada para determinar o potencial de um determinado
agente em promover a morte e/ou proliferacdo celular. Os camundongos acima foram
desafiados com as 3 linhagens célulares e também serviram como parte de um controle de

curva de sobrevida.

Modelo Metastatico (Modelo endovenoso)

Para avaliar se o silenciamento de SOCS-1 em células de melanoma murino afeta a
capacidade de colonizacdo pulmonar, o modelo utilizado seguiu os seguintes passos:
Inicialmente as células foram plaqueadas em garrafas de cultura 75 cm?, cultivadas em
meio RPMI e condicionadas em estufa a 37°C e 5% de CO” até atingirem a confluéncia
maxima. A fim de retirar todo o contetido de soro fetal bovino (SFB) e evitar uma possivel
resposta inespecifica, as células foram lavadas trés vezes com solugdo salina (PBS 1X) e
repicadas utilizando PBS/EDTA e ressuspendidas em meio RPMI na auséncia de SFB.
5x10° Células de todas as linhagens foram injetadas endovenosamente na base da cauda dos
camundongos de seis a oito semanas. Quinze dias apds esse desafio, os camundongos
foram sacrificados para que a contagem de nédulos pulmonares fosse realizada e a pesagem
dos mesmos. O nimero de camundongos utilizados para este experimento foi de 18 animais
no total, sendo 6 animais de 3 diferentes grupos, B16 wild type, B16 pLKO e B16 A SOCS-
1.

Analises estatisticas
Os dados aqui apresentados como média +/- erro padrdo, foram comparados entre si

pelo teste T ou por andlise de varidancia (ANOVA) e quando conveniente, utilizamos o

software Instat versdo 3.05 (GraphPad, San Diego , CA).



As andlises do Real Time PCR foram submetidas a andlise pelo REST e ambos os

dados foram considerados com significancia estatistica quando p < 0.05.



Resultados

Analise da expressao génica de SOCS-1 em Tempo Real (RT-PCR) nos
transcritos de B16 wild type, B16 pLKO e B16 A SOCS-1.

O primeiro parametro molecular a ser avaliado quando silenciamos um alvo génico
€ evidenciar o efeito de seu silenciamento via expressdo do “fator mensagem”, ou seja, a
relacao da expressio de mRNA total com o mRNA alvo em amostras de RNA. Com o
intuito de estabelecer padrdes de expressdo relativa e correlacio com o seu possivel
potencial de malignidade dos transcritos de SOCS-1, quantificamos a expressdao dos

transcritos em nossas linhagens.

A expressdo dos transcritos de SOCS-1 nas linhagens B16 pLKO e B16 ASOCS-1
tomaram como base a expressao relativa (1) com o controle B16F10-Nex2, e assim essa
comparacao nos rendeu o nivel de silenciamento génico comparado ao controle. O nivel de
expressao dos transcritos foi normalizado com a expressdo do controle endégeno do HPRT
(hypoxantine guanine phosphoribosyltransferase), um gene que codifica uma enzima

essencial no metabolismo celular das purinas, e assim, € expresso constitutivamente.

Como controle para a expressdao do silenciamento especifico, utilizamos a
constru¢do de um lentivirus contendo o plasmideo vazio, ou seja, auséncia da construgao
(B16 pLKO). A figura 1 revela a expressdo dos transcritos de SOCS-1 nas linhagens B16
pLKO e B16 A SOCS-1. Assim, como podemos evidenciar a linhagem que foi transfectada
com a constru¢do contendo o plasmideo vazio e originando a linhagem B16 pLKO (barra
branca) nao sofreu nenhum tipo de altera¢do na expressao do transcrito de SOCS-1, quando
comparado e normalizado com a linhagem controle B16 wild type (barra preta). Ja a
constru¢cdo que visava o silenciamento permanente e especifico dos transcritos de SOCS-1
(shRNAi SOCS-1) foi transfectada e a linhagem B16A SOCS-1 foi criada. Como podemos
evidenciar, houve o silenciamento de 83% quando comparado e normalizado com o

controle B16.
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Figura 7: Analise da expressao relativa dos transcritos de SOCS-1 em linhagens B16 pLKO e B16 A
SOCS-1. Expressdo dos transcritos do gene SOCS-1 nas linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 A
SOCS-1 por RT-PCR em tempo real. O cDNA foi obtido através da reag@o de transcri¢io reversa do mRNA
total de amostras extraidas pelo método TRIZOL® e amplificado por primers especificos. A leitura da rea¢do
foi realizada através do equipamento ABI PRISM 7700. Os resultados da expressio dos transcritos de SOCS-
1 foram normalizados em relacdo a expressdo do controle endégeno do gene HPRT. O resultado foi expresso
como média dos valores obtidos em trés experimentos independentes e o valor de p < 0.05. Barras brancas
representam as linhagens que sofreram a transfeccéio do sistema de shRNAI, representado pelo pLKO e B16
ASOCS-1 respectivamente. Barras pretas representam a expressdo do controle B16 wild type assumindo o
valor (1 ou 100%) como total, e a partir dessa expressdo, foram normalizados com a expressdo de HPRT e o
efeito do silenciamento foi indicado. A linhagem transfectada com a constru¢do do plasmideo vazio (B16
pLKO) ndo sofreu nenhum tipo de silenciamento aleatério, a linhagem que foi transfectada com o shRNAi
especifico para o silenciamento de SOCS-1 ( B16 A SOCS-1 ) foi especifico, e a razao de silenciamento foi de

83%

A redugdo significativa da expressdo dos transcritos de SOCS-1 permitiu a
avaliacdo do papel dessa proteina na fisiologia das células e seu potencial envolvimento na

malignidade.



Deteccao da proteina SOCS-1 através de Western Blotting nas
linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 A SOCS-1.

N

Para darmos continuidade a caracterizagdo celular e envolvimento da SOCS-1 no
processo tumorigénico em nossas linhagens, o préximo passo foi a constatacdo de que a
proteina, ou seja, o produto final, estaria realmente silenciado, em paralelo ao silenciamento
de 83% da expressao dos transcritos de SOCS-1. Assim, 30 ug de proteina total foram
analisadas em Western Blotting. Para normalizar a concentracdo de proteinas, todas as
amostras protéicas das linhagens celulares foram purificadas e ensaiadas por Bradford, bem
como dosadas em espectrofotdmetro e a concentragdo foi calculada a partir do controle de

albumina utilizado na reacao.

A proteina SOCS-1 foi detectada com um peso molecular de 25 kDa. A formagdo de
dimeros e outros complexos que possivelmente poderiam estar envolvidos com a SOCS-1
foram descartados, pois na reacdo utilizamos um tampdo com agentes desnaturantes e
redutores como B-mercaptoetanol, SDS, DTT, além da fervura das amostras por cinco
minutos. Como € mostrado na Figura 8, a concentracdo de SOCS-1 foi menor apds
silenciamento, em comparacdo com as demais linhagens, condizente com os dados obtidos
no Real Time PCR. Nas linhagens B16 wild type e B16 pLKO, ndo houve alteracdo dos

niveis de expressao.
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Figura 8: Deteccio da proteina SOCS-1 nas linhagens celulares. Proteina total (30ug) foi fervida em
tampdo de amostra contendo P-mercaptoetanol e posteriormente corrida em gel de 10% SDS-PAGE. As
proteinas foram entdo transferidas para membrana de nitrocelulose 0,2 pum (Amersham Bioscience). O
bloqueio e as etapas de lavagem foram feitas confrome Material e Métodos e as membranas incubadas com
3ug/mL de anticorpos monoclonais anti-mSOCS-1 (Invitrogen). Em seguida, as membranas foram incubadas

com anticorpos secunddrios anti estreptavidina-peroxidase (3pg/mL)

Os dados do silenciamento da expressdo dos transcritos mRNA para SOCS-1

concordaram entdo com menor expressdo protéica de SOCS-1 nas células B16 A SOCS-1

Ensaio de proliferacao celular das linhagens B16 wild type, B16
pLKO e B16 A SOCS-1.

A fim de avaliar o efeito do silenciamento e o envolvimento da proteina SOCS-1 no
crescimento tumoral, 5x10* células de cada linhagem foram plaqueadas em placas de Petri,
ressuspendidas e contadas em triplicata em diferentes periodos de tempo. A figura 9 traz o
nimero de células viaveis (x104), representadas no ensaio de curva de crescimento. Como
podemos evidenciar, as trés linhagens celulares em questio se comportam em equilibrio até
o perido de 48 horas, indicando que até esse momento as células apresentam a mesma
cinética de crescimento celular, aproveitando todos os recursos intracelulares de replicacdo.
A linhagem celular BI6ASOCS-1 ndo foi capaz, no entanto, de acompanhar a cinética de
crescimento das demais linhagens no periodo posterior a 48 horas. As linhagens B16 pLKO
e B16 wild type continuaram na mesma cinética de crescimento até o periodo de 120 horas.
Essa observacdo colocou a linhagem B16 A SOCS-1 em cheque, sendo uma forte evidéncia
do envolvimento de SOCS-1 em alguma via de sinalizagdo que regula o crescimento

exponencial de células.
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Figura 9: Ensaio de crescimento celular das linhagens. 5x10* Células de cada linhagem foram plaqueadas
durante o periodo indicado, foram ressuspendidas, e 20uL dessa suspensdo foi usado para contagem em
camara de Neubauer. A contagem foi realizada em triplicata e o azul de Trypan foi usado para detectar as

células vidveis. * p < 0.05.



Ensaios de migracao celular nas linhagens B16 wild type, B16 pLKO
e B16 A SOCS-1.

A fim de avaliarmos a funcionalidade da proteina SOCS-1 e como ela poderia estar
envolvida nos diversos mecanismos inerentes a migracao celular, 5x10° células de cada
linhagem foram plaqueadas em placas de 6 pocos e incubadas 24 horas em estufa a 37°C e
5% CO, até atingirem 80% de confluéncia. Foi utilizada a técnica “monolayer wound
healing assay”, que consiste de, com o auxilio de uma ponteira de 1000 pL, interromper
com um ‘“risco” vertical a monocamada de células previamente plaquedas. As células na
borda desse risco sao observadas em 8 locais diferentes por 24 h e medido o preenchimento
do espaco vazio pela migracdo gradativa das células. A Figura 10a mostra a imagem
microscopica do ensaio de migracdo celular nos tempos 0 horas e 24 horas, e a Figura 10b
representa graficamente a porcentagem da migracdo das linhagens celulares. Em ambas as
figuras podemos evidenciar o tempo de migracdo celular alterado na linhagem B16
ASOCS-1. No tempo 0 horas, todas as células mantém uma distancia consideravelmente
padrdao, o que ndo acontece apds 24 horas, conforme a cinética de migracdo celular das
linhagens celulares. As migracdes das linhagens B16 pLKO de 63%, e B16 wild type de
75%, nao apresentaram diferencas significativas. Porém, quando a proteina SOCS-1 foi
silenciada, a linhagem celular apresentou 23% de migracdo celular. Esse resultado parece
relacionar a SOCS-1 também a eventos que envolvem o citoesqueleto das células e

mecanismos de aderéncia e ndo aderéncia que permitem a migracao celular.
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Figura 10a: Ensaio de migracao (“Monolayer wound healing assay”) celular. 5x10° Células de cada
linhagem/poco foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO’. A monolayer foi lavada com PBS 1X e
riscada com uma ponteira de 1000 uL. Imagens do momento 0 e 24 horas apds, foram comparadas e aferidas,
em 8 diferentes pontos, e transformados em porcentagem média de migracdo. A taxa de migracdo das células
B16ASOCS-1 foi claramente menor do que as demais linhagens celulares. Dados estatisticos da triplicata

revelaram p < 0.05.
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Figura 10b: Porcentagem média da migracdo celular (“Monolayer wound healing assay”): Dados

quantitativos da migra¢do mostrada na Fig. 9a..

Ensaio de invasao celular utilizando transwell - MATRIGEL com as
linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 A SOCS-1.

Ensaios de invasdo sdo geralmente realizados a fim de evidenciar a capacidade de
determinados tumores de invadir a matriz extracelular representada por Matrigel em
sistema de transwell. As células tumorais devem atravessar a membrana para invadir o
estroma e estabelecer metdstases a distancia. Elas fazem isso através da producdo de
proteases que degradam a matriz. Dos vérios modelos in vitro, a utilizacdo do Matrigel € a
mais reprodutivel. Em nosso trabalho, as células tumorais foram colocadas na porcao
superior, a qual é separada da porcdo inferior por uma membrana porosa (transwell)
revestida com Matrigel. Na parte inferior do transwell utilizamos um quimioatraente, que
em nosso caso foi o soro fetal bovino a fim de estimular a migracdo. Apds um intervalo, as
células tumorais foram recuperadas, coradas e contadas com a superficie inferior da

membrana, tendo em maos o perfil de células que foram capazes de invasao.



Assim, 5x10° células de cada linhagem foram plaqueadas em placas contendo
transwell Matrigel e SFB na base da placa e deixadas a 37°C com 5% de CO, durante 24
horas. As células que ultrapassaram o transwell em direcdo ao SFB sdo consideradas
células que tiveram a capacidade de invadir a matriz. A membrana ao final do experimento
foi corado por GIEMSA e as células contadas em microscopio 6ptico 100X em cinco
diferentes campos, em triplicata. A figura 11 representa a porcentagem de células que
invadiram a matriz. Como podemos observar, as linhagens B16 pLKO e B16 wild type
possuem um alto potencial de invasao e assim conseguiram invadir a matriz com eficiéncia
de 89.58% e 91.8% respectivamente. Ja a linhagem silenciada para o gene da SOCS-1
invadiu a matriz com densidade de 39.5%, e assim ndo foi capaz de apresentar 0 mesmo
potencial invasivo das linhagens acima, evidenciando que a proteina SOCS-1 estd
envolvida nos mecanismos que permitem a invasao celular. Essa observacdo pode ser um
passo importante para o desenvolvimento de uma terapia pontual, na qual a SOCS-1 se
torna um alvo especifico, pois uma vez silenciada, mesmo utilizando recursos de fatores de
crescimento como Matrigel, as células ndo foram capazes de invadir os tecidos, diminuindo

os riscos de metastases.
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Figura 11: Ensaio de Invasdo utilizando Matrigel transwell: 5x10° Células de cada linhagem foram
plaqueadas em transwell (MATRIGEL) e SFB na base da placa. As células que ultrapassarem o transwell em
direcdo ao SFB sdo consideradas células que tiveram a capacidade de invadir a matriz. O produto final do
experimento (membrana) foi corado por GIEMSA e submetido a contagem em microscépio 6ptico 100X em

cinco diferentes campos, os quais foram realizados em triplicata, sendo p < 0.05



Ensaio clonogénico das linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 A
SOCS-1.

A técnica do ensaio clonogénico consiste em semear um numero reduzido de células
por placa de modo que cada linhagem fique totalmente isolada das demais, impedindo,
assim, que ocorra "cross-feeding" (uma célula complementando as caréncias de outra) e
"condicionamento do meio" (acimulo de substincias secretadas pelas células propiciando o
crescimento das mesmas). O objetivo é determinar quantas células plaqueadas sdo capazes
de crescer e formar colonias macroscépicas. Por ser extremamente critico (‘“‘stringent”),
esse método é o melhor e o mais rigoroso indicador de viabilidade celular.

Buscando caracterizar a linhagem silenciada para o gene SOCS-1, 5x10° células de
cada linhagem foram plaqueadas em meio sélido como descrito em materiais € métodos. A
Figura 11 revela o nimero de colonias 30 dias apds o plaqueamento das linhagens
celulares. As células B16 pLKO e B16 wild type nao apresentaram diferencas significativas
quanto o nimero de colOnias, enquanto as células que foram silenciadas para o gene SOCS-
I ndo foram capazes de crescer em meio sélido, evidenciando o papel da SOCS-1 no

desenvolvimento e progressao dessa linhagem.
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Figura 12: Ensaio clonogénico: 5x10° Células de cada linhagem foram plaqueadas em meio de Agarose 1%, diluido em
RPMI e acrescido de 20% de SFB. Trinta dias apds esse plaqueamento avaliamos o efeito do silenciamento de SOCS-1
comparando com células B16 pLKO e B16 wild type, quanto a formagdo de coldnias visualizadas com microscopia

Optica.

Analise morfoldgica das linhagens B16F10 wild type, B16 pLKO e
B16 A SOCS-1, utilizando DAPI e faloidina.

O efeito de silenciamento de SOCS-1 foi marcante na morfologia das células tendo o
nicleo corado com DAPI e o citoesqueleto com faloidina, como descrito em Materiais e
Métodos. A fim de quantificar as alteragdes dos ntcleos, a drea nuclear foi calculada
respeitando a drea de um elipdide, S= m.d/2.D/2 sendo que d é o diametro menor € D o

didmetro maior.

A Figura 13a revela a imagem do ensaio de fluorescéncia, e podemos observar
que o comportamento nuclear e citosolico de ambas as linhagens B16 pLKO e B16 wild
type respeitam um padrao uniforme de organizacdo, ou seja, um didmetro nuclear de
aproximadamente 10um. Na linhagem B16 ASOCS-1 pode-se observar um aumento
significativo da drea nuclear que foi calculada (Figura 13b) utilizando a férmula de area de
um elipsoide. Quando comparada em valores com as duas linhagens B16 pLKO e B16 wild
type a linhagem silenciada tinha nicleos com dreas 2x maiores sugerindo um retardo no
processo de divisdo do material genético (fase S). A drea corada com faloidina sugere

também um aumento considerdvel do tamanho celular na linhagem silenciada.
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Figura 13a: Microscopia de fluorescéncia. Células marcadas com DAPI e faloidina. 2x10* Células das
trés linhagens foram plaqueadas em laminulas redondas (Fisher Scientific Co., Pittsburgh, PA) e inseridas em
placas de 24 pogos contendo meio RPMI suplementado com 10% de SFB até atingir a confluéncia de 80%.
Ap6s fixacdo e permeabilizagdo as células foram coradas com faloidina-TRICT na concentragdo 1:1000
(Invitrogen) e Img/mL de DAPI (Invitrogen) diluido em PBS por 1 hora. A coloracdo com DAPI (azul) foi
observada no comprimento de onda de excitacdo 350 nm e 470 nm. Para faloidina-TRICT (actina vermelha)
foi usado um filtro de excitacdo de comprimento de onda 580 nm e emissdo 620 nm. A drea nuclear das

células foi calculada utilizando o didmetro das células.
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Figura 13b: Anélise da area nuclear das linhagens celulares: A drea nuclear das linhagens celulares foi
calculada através da férmula da drea de um elipséide respeitando a equagdo S= m.d/2.D/2, sendo que d é o
didmetro menor e D o didmetro maior. Os dados foram realizados utilizando as imagens fornecidas pela

Microscopia de fluorescéncia e transformadas em dados numéricos realizados em triplicata. p<0.05



Avaliacao do ciclo celular nas linhagens B16 wild type, B16 pLKO e
B16 A SOCS-1 através da citometria de fluxo ( FACS).

O experimento de fluorescéncia revelou um aumento da drea nuclear sugerindo, pois,
uma alteracdo no ciclo celular da linhagem B16 ASOCS-1. As células das trés linhagens
foram submetidas entdo a marcacdo de Pl para andlise em FACS. Como podemos
evidenciar na Figura 14, na linhagem silenciada para a proteina SOCS-1, houve um
prolongamento da fase S (48%), comparado a 17% da linhagem B16 pLKO e da linhagem
B16 wild type. Esse resultado mostra que SOCS-1 e suas vias de sinaliza¢do participam na
progressdo do ciclo celular com implicagdo direta e nos mecanismos que regem a

proliferacdo e o crescimento desordenado das linhagens tumorais.
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Figura 14: Analise do ciclo celular através da citometria de fluxo: As linhagens de células B16 pLLKO,
B16 wild type e B16 A SOCS-1 foram tratadas com PI e analisadas para determinar o ciclo celular por FACS.
Os histogramas e as porcentagens revelam as diferentes fases do ciclo celular (G1, S e G2).

Avaliacao da expressao de receptores de fatores de crescimento nas
linhagens B16 wild type, B16 pLKO e B16 A SOCS-1 por citometria de
fluxo (FACS).

O intuito do presente experimento foi avaliar o efeito do silenciamento da proteina
SOCS-1 na expressdo de receptores de fatores de crescimento indispensdveis para o
fendtipo de malignidade de uma célula tumoral. Os receptores pesquisados foram: a por¢ao
a e B do receptor de insulina, receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e a sua
forma ativa fosforilada (p-EGFR) e receptores de fatores de crescimento de fibroblastos 3,
4 ¢ 5 ( FGFR3, FGFR4 e FGFRS). Como podemos observar na Figura 15, houve uma
alteracdo significativa no nivel de expressdo celular de todos os receptores analisados na
linhagem B16 ASOCS-1 fato este que ndo foi significativo quando comparadas as
linhagens B16 pLKO e B16 wild type. A presenca da proteina SOCS-1 parece, pois, ser
essencial para que as células tumorais possam adquirir o seu cardter maligno de maior

crescimento e proliferagao.
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Figura 15: Andlise da expressio dos receptores dos fatores de crescimento envolvidos no
desenvolvimento tumoral de melanoma através da analise por citometria de fluxo: 5x10* Células de cada
linhagem foram tratadas para marcag¢do dos receptores de fatores de crescimento e utilizados anticorpos
especificos na captura. E mostrada a porcentagem de células positivas expressando tais receptores. EGFR
(epidermal growth factor receptor), p-EGFR (EGFR fosforilado), FGFR (fibroblast growth factor receptor)

Ensaios in vivo

A fim de avaliar o envolvimento da proteina SOCS-1 no modelo de melanoma, as
linhagens foram testadas in vivo. Como podemos observar na figura 16a, através do desafio
das linhagens tumorais no modelo subcutianeo e avaliacdo da curva de crescimento tumoral,

houve um desenvolvimento tumoral minimo em animais desafiados com a linhagem B16 A

SOCS-1 e nulo até o 17° dia.
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Figura 16a. Modelo in vivo de crescimento tumoral das linhagens B16 pLKO, B16 wild type e B16
ASOCS-1. 5x10* Células de cada linhagem foram implantadas no dorso dos animais C57/B16. Quinze dias

ap6s o desafio, os camundongos foram acompanhados em dias alternados e seus respectivos volumes



tumorais foram aferidos. O gréfico representa a média do volume tumoral dos 6 animais utilizados por grupo..
O numero de camundongos utilizado para este experimento foi de 18 animais no total, sendo que foram 6
animais para cada uma das 3 diferentes linhagens, B16 wild type, B16pLKO e B16ASOCS-1. Nao houve
diferencas estatisticas entre as linhagens B16 pLKO e B16 wild type. Quando comparado a B16 ASOCS-1 o

p<0.05. Dados de trés experimentos independentes

A curva de sobrevida para os animais desafiados com as diferentes linhagens é
mostrada na Figura 16b. Observa-se um retardo significativo na morte dos animais
desafiados com a linhagem B16 ASOCS-1. Os animais desafiados com a linhagem B16
pLKO e B16 wild type até o 21° dia estavam todos mortos, enquanto que somente 1 animal
do grupo desafiado com B16 ASOCS-1 estava morto no 23° dia. Os outros 5 animais
permaneciam vivos, sendo que somente em 2 animais havia a presenca de nédulos tumorais

até o 60° dia de observagao.
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Figura 16b. Curva de sobrevida dos animais desafiados com as linhagens B16 pLKO, B16 wild type e
B16 ASOCS-1. 5x10* Células de cada linhagem foram implantadas no dorso dos animais C57/Bl6. Os
camundongos foram sacrificados quando o volume tumoral atingia 3.000 mm®. O niimero de camundongos
utilizados para este experimento foi de 18 animais no total, sendo que foram 6 animais para cada uma das 3

diferentes linhagens, B16 wild type, B16pLKO e B16ASOCS-1. Nao houve diferencas estatisticas entre as



linhagens B16 pLKO e B16 wild type. J4 quando comparado a B16 ASOCS-1 a diferenca foi altamente

significativa, p<0.01. Dados de trés experimentos independentes.

A seguir foi avaliada a capacidade das linhagens tumorais de colonizar os pulmdes
quando injetadas endovenosamente, num modelo metastatico. A Figura 16c mostra a
contagem de ndédulos nos pulmdes. As linhagens B16 pLKO e B16 wild type colonizaram
todo o pulmdo, atingindo um ndmero incontdvel de coldnias melandticas (>300) ao
contrario da linhagem B16 A SOCS-1 que alcangou somente uma média de 73

nédulos/pulmao em 5 animais.
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Figura 16c. Contagem de nédulos pulmonares no ensaio metastatico: 5x10° Células de todas as linhagens
foram injetadas endovenosamente na base da cauda dos camundongos de seis a oito semanas. Quinze dias
apos esse desafio, os camundongos foram sacrificados para contagem de nédulos pulmonares. O nimero de
camundongos utilizados para este experimento foi de 18 animais no total, sendo 6 animais de 3 diferentes

grupos, B16 wild type, B16 pLKO e B16 A SOCS-1. p<0.05. Dados de trés experimentos independentes.

No ensaio metastatico in vivo podemos observar que as linhagens B16 pLKO e B16
wild type colonizaram eficientemente os pulmdes. Uma vez silenciada a proteina SOCS-1,

a linhagem B16 A SOCS-1 foi capaz de se instalar nos pulmdes, mas com eficiéncia muito



menor comparado as outras linhagens. Esse resultado sugere que a proteina SOCS-1 esta
realmente associada ndo somente aos fatores inerentes da invasdo, mas a outros que
dificultam a sua proliferacio e expansdo sendo, pois, mais facilmente destruidas pelo

sistema imunoldgico.
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Figura 16d. Imagem dos nédulos melanéticos pulmonares no ensaio metastatico: 5x10° Células de todas
as linhagens foram injetadas endovenosamente na base da cauda dos camundongos de seis a oito semanas.
Quinze dias apds esse desafio, os camundongos foram sacrificados para a pesagem dos pulmdes com nédulos
metastdticos (incontdveis). O nimero de camundongos utilizados para este experimento foi de 15 animais no
total, sendo 5 animais de 3 diferentes grupos, B16 wild type, B16 pLKO e B16 A SOCS-1. p<0.05. Dados de

trés experimentos independentes.

A quantificacio das metastases nos pulmdes dos trés grupos dos animais desafiados
com as linhagens tumorais B16 pLKO, B16 wild type e B16 ASOCS-1 foi feita por
pesagem dos 6rgaos tendo em vista que os nddulos melandticos nos dois primeiros grupos
eram em nudmero incontdvel. Os pulmdes foram secos e pesados. A média do peso dos
pulmdes dos animais de cada grupo pode ser visualizada na Figura 16e. Como podemos

observar, o peso dos pulmdes dos animais desafiados com as linhagens B16 pLKO e B16




wild type foi trés vezes maior quando comparado com os animais controle (os quais nao

foram desafiados) e os animais desafiados com a linhagem B16 ASOCS-1.
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Figura 16e. Peso dos pulmées apds o ensaio metastatico: Os animais que foram desafiados para o ensaio

Peso dos pulmdes (g)

metastdtico tiveram os seus pulmdes retirados e pesados, apds quinze dias. O niimero de camundongos
utilizados para este experimento foi de 15 animais no total, sendo 5 animais em 3 diferentes grupos, B16 wild

type, B16 pLKO e B16 A SOCS-1. p<0.05. Dados de trés experimentos independentes.



Discussao

Os estudos envolvendo moléculas sinalizadoras tém tido um crescimento
exponencial na comunidade cientifica. Isto porque estas moléculas ndo s6 regulam
alteracdes pontuais em nivel celular, mas sdo capazes de influenciar uma série de outras
modificagdes dependendo do contexto estudado. Hoje muito se tem comentado que as
células tumorais estdo organizadas de forma hierarquica, similar a tecidos normais, uma
teoria que inclui a nocdo de células-tronco tumorais (Cancer Stem Cells- CSC). Estas
células apresentam um perfil altamente resistente aos diversos mecanismos quimioterapicos
e na maioria das vezes sdo responsdveis pela recidiva tumoral e formagdo de metéastases.
Essa teoria € atraente para os pesquisadores e médicos, porque a CSC é o mecanismo
central para o entendimento da biologia dos tumores e possiveis terapias do cincer. A
descoberta de marcadores especificos de CSCs nos diversos tipos de cancer ¢

particularmente importante.

Gostariamos de enfatizar que o entendimento das diversas vias de sinalizacdo
podem conduzir a uma nova terapia com avangos cruciais na compreensao da biologia
celular e molecular dos tumores, e eventualmente com resultados mais eficazes. Apesar das
melhorias no tratamento médico e cirdirgico, as taxas de sobrevida dos pacientes
permanecem estdveis, em aproximadamente 15%, o que estimula a introducdo de
estratégias inovadoras que possam contribuir para melhorar os resultados atuais incluindo

os relacionados ao melanoma maligno (Kitamura et al., 2009).

O envolvimento de proteinas da familia dos Supressores da sinalizacao de citocinas
(SOCS), em especial SOCS-1 € uma linha promissora de estudos na qual o silenciamento
da expressao € efetivo. H4 evidéncias de que o silenciamento de SOCS leve ao aumento da
maturagdo e atividade imunoldgica de células dendriticas em resposta a determinados
agentes (Shen et al., 2004), modulacdo mecanica de células da musculatura lisa (Dangers et
al., 2010) aumento da atividade antiproliferativa mediada pelos interferons em células

tumorais (Takahashi et al., 2008), envolvimento em metdstases para o cérebro (Huang et



al., 2008), ativacdo das vias das caspases em células beta-pancredticas (Zaitseva et al.,

2009), entre outros efeitos.

A escolha de uma célula tumoral justifica-se, tendo em vista que se o sistema de
silenciamento génico afetasse a primeira geracdao de células com a construcao do shRNA|,
uma biblioteca especifica dessa linhagem seria estabelecida. Uma vez criada essa linhagem,
poderiamos estudar com mais eficiéncia os efeitos do silenciamento de um determinado

mediador.

Para realizar os experimentos de expressao dos transcritos de SOCS-1 e produto
final protéico SOCS-1, utilizamos como base o trabalho publicado por Li ef al. (2004), na
qual os autores demonstraram, utilizando linhagens de melanoma, que os transcritos de
SOCS-1 eram passiveis de deteccdo tanto em linhagem normal de melandcitos quanto em
linhagens transformadas. Porém, a expressdo protéica SOCS-1 s6 era detectada na
linhagem de células transformadas. Além disso, os pesquisadores tracaram uma correlagdo
entre o aumento da expressdo de SOCS-1 em células de melanoma com o aumento do
potencial invasivo, seguindo o modelo de Clark, ou seja, quanto maior o nivel Clark de
malignidade era presente (Clark IV e V), maior era a expressao de SOCS-1 nas amostras in
vivo e in situ. Foi a partir desses dados de expressdo aumentada de SOCS-1 em células
transformadas que tomamos como base para a realizacdo de nosso trabalho. Uma vez que
poderiamos avaliar o efeito de uma proteina especifica de alta expressdo em nosso modelo
de células tumorais, tornou-se possivel caracterizar 0s eventos inerentes ao
desenvolvimento e progressdo tumoral, em func¢do do silenciamento dessa proteina. A
caracterizacdo de SOCS-1 ndo tinha sido feita previamente em células de melanoma
B16F10-Nex2. Dessa forma foi construido o sistema de silenciamento génico permanente

shRNAI, baseado em sistema de lentivirus para o silenciamento de SOCS-1.

O primeiro passo foi caracterizar os niveis de expressao tanto do fator mensagem
como fator proteina, e por isso metodologias de busca para andlise do transcrito e proteinas
foi utilizado. O Real Time PCR (PCR em tempo real) seguido do Western Blotting foram
ferramentas essenciais para mostrar que a linhagem em questdo, B16 A SOCS-1
apresentava um silenciamento tanto no fator mensagem (mRNA) quanto no produto final

(SOCS-1). Como ¢é mostrado na Figura 1, a fim de interpretarmos o resultado do



silenciamento via mensagem, foi necessario assumir como base a expressdo relativa do
controle de células B17F10-Nex2 originais, ou B16 wild-type (mostrado nas barras pretas
do grafico) e assim, quando obtivéssemos a expressao do mRNA da linhagem B16 pLKO e
B16 A SOCS-1 (barras brancas), poderiamos utilizar essa razido para expressao do nivel de
silenciamento. A normalizacdo é um evento essencial, pois € através da expressdo de um
gene conhecido que avaliamos se a concentracdo de RNA total foi a mesma para todas as
amostras. O produto final também foi avaliado, como mostra a Figura 2, através do
resultado do Western blotting. A proteina SOCS-1 € uma proteina da familia SOCS, com
massa molecular de 25 kDa. A a linhagem que visava o silenciamento da proteina, B16
ASOCS-1, confirmou uma redugcdo de expressdo de 83% condizente com o objetivo

primaério desse trabalho.

A curva de crescimento para determinados ensaios celulares representa um modelo
empirico da evolu¢do de uma quantidade inicial de células que serdo acompanhadas ao
longo do tempo, simulando as condi¢des de um modelo tumoral real. Véarios trabalhos
utilizam a cinética de crescimento para caracterizar eventos pontuais referentes aos seus
modelos. Dentre alguns ensaios podemos citar a utilizacdo da curva de crescimento em
ensaios de viabilidade celular frente a drogas para tratamento de tumores de prdstata
(Muindi et al., 2010), efeito do crescimento epitelial cérneo (Borderie et al., 2010), efeito
antitumoral de vacinas recombinantes IL-12 (Yin et al., 2010), fatores de crescimento
associados a hepatite C (Marin-Serrano et al., 2010), mutagdes de genes que causam
displasias (Liu et al., 2010) e efeito do crescimento celular apds o silenciamento génico na
progressao de tumores de mama (Lo et al.,, 2010). A aplicagdo desse modelo experimental
em nosso estudo de células tumorais foi modificado por Sogayar et al. (2002) e é um dos
principais indicios de avaliagdo do comportamento celular perante as taxas de crescimento
e progressao tumoral. Diferentes células tumorais sao dotadas de taxas de crescimento mais
acelerado do que células normais, pois nao possuem um sistema de checkpoints funcional,
o que evidencia, entre outros fatores, o crescimento exponencial e a quebra do equilibrio
dentro de um sistema celular. Em nossa linhagem tumoral B16 ASOCS-1 até o periodo de
48 horas, houve o acompanhamento do crescimento juntamente com as demais linhagens,
ambas B16 pLKO e B16 wild type. Ap6s esse periodo, houve uma reducao da cinética de

crescimento dessa linhagem, e este fato foi acompanhado até o tempo de 120 horas. Esta



redugdo no crescimento nao estava associada a morte celular, pois o azul de Trypan foi
utilizado durante a contagem e ndo ocorreu morte significativa. Uma vez que as células
silenciadas para SOCS-1 ndo se comportavam com a mesma cinética de crescimento das
demais linhagens, partimos para experimentos que nos revelassem se essas células tinham a
capacidade de migrar, ou seja, comeg¢amos a caracterizar fatos inerentes ao

desenvolvimento e potencial maligno da célula tumoral.

O processo de migracdo celular desempenha um papel essencial em uma ampla
variedade de fendmenos bioldgicos e esta envolvida em situacdes de normalidade, bem
como eventos patoldgicos. A migracao celular é essencial na embriogénese e em processos
homeostaticos, como a resposta imune e reparagdo de tecidos lesados. Os processos
patologicos em que a migracdo pode contribuir incluem doenca vascular, doencgas
inflamatérias e metdstase de tumores. O desenvolvimento do tumor é acompanhado da
formacdo de vasos sanguineos que decorrem da proliferacio e migracdo de células
endoteliais. Ensaios que visam avaliar o comportamento migratdrio celular apds o processo
de silenciamento de determinados genes tem sido freqiientemente explorado. Gu et al.
(2010) avaliou a migragdo de células da musculatura uterina apds o silenciar o gene que
codifica a caponinal. Valster et al. (2005) avaliou o comportamento de linhagens de
glioblastomas apds silenciar genes que codificam proteinas Rho, através de um ensaio
denominado ‘“Monolayer wound healing assay”. No presente trabalho, o efeito do
silenciamento de SOCS-1 afetou diretamente o processo de migracdo das células de
melanoma. Determinamos um retardo na migracao celular utilizando o mesmo método. A
migracdo celular em determinados substratos depende de um conjunto de funcdes que
envolvem o citoesqueleto e moléculas de superficie, alternando adesdo, contragdo e
extensdo. Parece claro, portanto, que as vias de sinalizacdo de SOCS-1 de alguma forma
interferem no processo. A inibi¢do da migragdo induzida pelo silenciamento dessa proteina
e o retardo do crescimento celular fazem dessa proteina um alvo a ser explorado para o

controle tumoral.

Os resultados anteriores indicavam que o silenciamento de SOCS-1 teria igualmente
uma repercussao no potencial invasivo e malignidade das células de melanoma. Foi

escolhido entdo o ensaio de invasdo em Matrigel® para avaliar essa propriedade das células



tumorais silenciadas. Matrigel € o nome comercial de uma mistura protéica gelatinosa
secretada por células do sarcoma murino Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), distribuido pela
BD Biosciences. Dentre os seus componentes, encontramos laminina-1, coldgeno tipo 1V, e
outras proteinas da matriz extracelular, os quais contribuem com sinais angiogénicos e de
promocdo do crescimento e invasdo (Kawaguchi et al., 1998). Estudos demonstraram que
Matrigel® levou a diferenciacdo celular, induziu a angiogénese e permitiu a organizacao
tecidual. As multiplas respostas observadas em células utilizando Matrigel® sdo bem
compreendidas e envolvem uma variedade de mecanismos. Uma vez associadas a esse
substrato as células tornam-se polarizadas, em contraste com seu comportamento nas
condic¢des de cultura convencional, pois esta técnica fornece uma membrana basal repleta
de fatores angiogénicos e fatores de crescimento, que sdo liberados por proteases
produzidas pelas préprias células tumorais. Certos peptideos a partir de seqiiéncias de
laminina-1 t€m demonstrado aumentar a angiogénese, atividade de proteases, o crescimento
do tumor e metastases. No presente trabalho, mostramos uma vez mais, que o silenciamento
para SOCS-1, torna a linhagem da célula tumoral muito menos invasiva. Podem estar
afetados processos de aderéncia e reconhecimento da matriz extracelular bem como

enzimas hidroliticas indispensdveis na invasao.

Os dados obtidos no modelo metastatico do melanoma murino confirmam a baixa
capacidade invasiva das células tumorais silenciadas para SOCS-1 em diferenga marcante
com as outras linhagens ensaiadas. Como o processo metastitico ou de colonizagdao
pulmonar € complexo envolvendo etapas de embolizacdo, invasio da matriz e do
parénquima, formagao de colonias, angiogénese e aumento da massa tumoral, a inibi¢ao de
SOCS-1 pode ter efeitos diversos resultando na baixa efici€éncia da colonizagao pulmonar.
No presente estudamos um dos aspectos de implantag@o e formacado de coldnias das células

tumorais usando um ensaio clonogénico.

Avaliamos a capacidade das células tumorais de formar colonias in vitro quando
adicionadas em baixa densidade ou colocadas de maneira isolada uma das outras. Esse
ensaio de sobrevivéncia celular é baseado na habilidade de uma unica célula conseguir
proliferar para formar uma colonia. Uma vez que essas células estdo isoladas das demais

nao ocorre um "cross-feeding", ou seja, uma célula complementando as caréncias de outra e



um "condicionamento do meio”, actimulo de substancias secretadas pelas células
propiciando o crescimento células vizinhas. O crescimento de células tumorais em ensaios
clonogénicos e os efeitos de agentes antineoplésicos sobre células tumorais foram avaliados
como fatores preditivos. Os resultados destes ensaios mostraram que o crescimento em
coldnias estava associado com pior progndstico e resisténcia as drogas. Ao longo do tempo,
as pesquisas contribuiram para o aperfeicoamento de técnicas que permitem o isolamento e
a classificagdo molecular de células tumorais e assim, hoje, o ensaio clonogénico ¢ uma
importante ferramenta para definir um alvo terapéutico. Aqui, nés demonstramos como o
silenciamento pontual de um gene que codifica uma proteina envolvida na sinalizacio
celular foi capaz de reverter o perfil maligno caracteristico de uma linhagem tumoral,
abrindo a possibilidade de uma intervencdo especifica com agentes anticancerigenos
experimentais (Chumsri et al, 2007). O ensaio clonogénico € capaz ainda de informar
sobre a resisténcia das células tumorais ao anoikis, ou seja, para que Ocorra um processo
metastatico € necessdario que cé€lulas transformadas ndo respeitem mais os limites da
ancoragem ao substrato e de adesdo célula-célula. Sob condi¢cdes normais, as células
epiteliais que romperam esse mecanismo de ancoragem sofrem um processo de apoptose.
Células metastaticas sao resistentes aos mecanismos de anoikis e por isso apresentam esse
perfil tdo adaptativo. Nos ensaios clonogénicos do presente trabalho, a linhagem silenciada
para proteina SOCS-1, B16 A SOCS-1 ndo teve, ao contrario das outras linhagens, a
capacidade de formar coldnias quando isoladas, evidenciando a importancia dessa proteina
no processo de viabilidade celular, reprodugdo, resisténcia a apoptose e cardter invasivo.
Muitos estudos demonstram que moduladores apoptéticos cruciais estdo desregulados em
metéstases. Essa desregulacdo € ativada por diversos mecanismos, dentre eles: ativacdo de
vias de sobrevivéncia, por exemplo, PI3 quinase-Akt (Liotta e Kohn, 2004), superexpressao
de metaloproteinases de matriz, as quais afetam a expressdao de receptores de morte
(Mehlen e Puisieux, 2006), liberacdo de fatores de crescimento e condicdo da matriz
extracelular para a invasdo (Towson, Naumov e Chambers, 2003), superexpressdo de
proteinas anti-apoptéticas tais como BCL-2 e BCL-XL ou quinase de adesdo focal (FAK) e
inativacao de p53 (Douma et al., 2004). A importancia do mecanismo de resisténcia ao
anoikis em células metastiticas foi demonstrada em estudos experimentais pela

identificacdo funcional de moléculas supressoras de anoikis, os quais identificaram o



receptor neutrofilico TrkB como mediador chave. Células do epitélio intestinal de ratos
sensiveis ao anoikis foram transfectadas com TrkB, tornando-se altamente tumorigénicas e
metastaticas (Geiser e Peeper, 2005). O gene do TrkB € por exemplo, freqiientemente

superexpressos em tumores de célon (Bardelli, Parsons e Silliman, 2003).

Ao longo de nossos estudos, o tamanho das células da linhagem B16 ASOCS-1 se
diferenciava das demais linhagens, mostrando dimensdes maiores, particularmente os
nicleos. Usando microscopia de fluorescéncia com DAPI e o citoesqueleto corado com
faloidina, observamos um aumento nuclear duas vezes maior comparando as dreas com as
outras duas linhagens celulares. Essa alteragao morfoldgica evidenciou indiretamente que o
silenciamento de SOCS-1 alterou a cinética do ciclo celular retardando a divisdo entre o
final da fase G1 e fase S. Em comparacdo as linhagens B16 pLKO e B16 wild type estudos
de citometria de fluxo mostraram que na linhagem B16 ASOCS-1, ocorria um retardo do
ciclo celular na fase S, condizente com os dados de microscopia de fluorescéncia e aumento
da drea nuclear. Nao existe relato prévio descrevendo a participacdo das moléculas de

SOCS-1 no ciclo celular de células tumorais.

Para melhor caracterizar o envolvimento da proteina SOCS-1 no contexto de
malignidade das linhagens tumorais e o papel intrinseco entre as vias de sinalizacdo e a
promocgdo da progressdo tumoral focalizamos nossa atencdo na expressao de receptores de
fatores de crescimento, certamente envolvidos no crescimento das células tumorais. A
inibicdo de vias de EGFR nas células tumorais ja é uma estratégia que visa interromper a
progressdo do ciclo celular, apoptose e processos angiogénicos (Herbst e Shin, 2002).
Numerosos bloqueadores de EGFR tém sido investigados, e alguns deles ja estdo sendo
usados clinicamente, incluindo anticorpos monoclonais anti-EGFR, inibidores da tirosina
quinase (TKIs), ligantes de conjugados, imunoconjugados e oligonucleotideos antisense
(Flynn et al., 2009). No caso das células tumorais silenciadas para SOCS-1 a menor
expressdo de vdrios receptores de fatores de crescimento € condizente com sua menor
capacidade proliferativa aumentando-se o tempo de incubagao in vitro, € o menor potencial
de colonizacdo in vivo. Ocorreu, entre outras reducdes na expressao de receptores a de
fosfo-EGFR que estd associado a processos metastaticos. A via da fosfoinositidio-3-quinase

(PI3K)/Akt que opera “downstream” ao EGFR e HER2 estd envolvida na migragdo celular



e sobrevivéncia. EGFR e HER2 estdao expressos em células tumorais circulantes em 44% e
63% de pacientes com cancer de mama metastdtico (Sharma et al., 2008) e fosfo-EGFR em

86% de pacientes com metéstases EGFR-positivas.

O uso do RNAIi para o tratamento do cincer pode ser visualizado como uma
alternativa revoluciondria para o tratamento desta doenca devastadora. Os desafios que
envolvem a busca da “nova cura” para os tumores nao sao diferentes dos enfrentados por
outras doencgas, e incluem as etapas de identificar bons alvos, entrega e menor toxicidade.
Metas oncoldgicas crescem a cada dia na comunidade cientifica. Um dos trabalhos
significativos até agora empregando RNAi para tratamento de tumores é o de Hu-
Lieskovan et al. (2005) que utilizou nanoparticulas contendo transferrina visando sarcoma
de Ewing em um modelo animal. Este estudo demonstrou a viabilidade da utilizacido de
nanoparticulas ndo lipidicas para “delivery” dos siRNAs em um modelo de cincer, € é uma
prova da utilidade de siRNAs no tratamento de tumores metastiticos. O RNAi € uma nova
ferramenta que pode se tornar um meio potente para regular diversas respostas inerentes a
célula tumoral tais como diferenciacdo, desenvolvimento, progressdo e supressdo de

tumores, conforme foi demonstrado nesse trabalho.



Conclusoes

O sistema de RNA de interferéncia (shRNAi) auxiliou na promog¢do do

desenvolvimento da linhagem silenciada para a proteina SOCS-1

O silenciamento da proteina SOCS-1 forneceu forte evidéncia do seu papel
intracelular em uma célula tumoral, implicando em efeitos bdsicos no desenvolvimento e
progressao tumoral, migragdo, invasao, capacidade de formar coldnias, regulacdo do ciclo
celular e deficiéncia na expressdo de receptores de fatores de crescimento, finalizando com

a reversao da malignidade num modelo metastético in vivo.

SOCS-1 em modelo de melanoma apresenta-se como um alvo para

ligantes/inibidores que podem ser desenvolvidos como drogas anti-cancer.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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