Introdugao
O melanoma, cancer de pele originario dos melandcitos, se forma a
partir do acimulo de inumeras mutagdes em genes especificos, que

s&o selecionadas pelo microambiente tumoral de forma a A375 610
desenvolver-se em um tumor maligno.

O melanoma, cancer de pele originario dos melandcitos, se forma a PCDNA

partir do acimulo de inimeras mutagdes em genes especificos, que A7

sdo selecionadas pelo microambiente tumoral de forma a .

desenvolver-se em um tumor maligno. Previamente, a linhagem — eressige

A375 de melanoma maligno humano foi transfectada com cDNA de M AKT AKT &
catalase no vetor pcDNA3 dando origem as linhagens A7 e G10, e a N TYRP1 TYRP1 L
linhagem PCDNAS3 (transfectada com o vetor vazio) com distintos " Proliferacdo Proliferagio \,
padrées de agressividade. A caracterizagdo dessas linhagens v ROS ROS M
revelou que a mais agressiva, G10, apresenta maior nivel de V OXPHOS OXPHOS 1

desdiferenciacdo, capacidade de migragdo,  doubling-time e V resisténciaaCarboplatina resisténcia a Carboplatina T
resisténcia ao tratamento com carboplatina, além de um fenétipo

oxidativo. Sabendo-se que a morfologia e dindmica mitocondriais ,

sdo fatores que estdo intriscicamente relacionadas com o
metabolismo, esse modelo foi utilizado para estudar a dinamica
mitocondrial de acordo com fendtipo de diferentes agressividades de
melanoma.
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Materiais e Métodos

As linhagens A375, PCDNA3, A7 e G10 foram mantidas em meio
DMEM/F12 suplementado com &cido ascoérbico, acido piravico,
galactose e insulina em estufa & 37°C e 5% de CO,. Os valores das
taxas respiratérias que inibe ou aumenta em 50% a respiragao
mitocondrial foram determinados pela modulagado com KCN e FCCP,
respectivamente, utilizando Oximetria de Alta Resolugdo. A
modulagdo da dindmica mitocondrial em resposta aos inibidores
respiratorios foi determinada por métodos morfométricos (Mitogenie
software e microscopia confocal) e por citometria de fluxo de células
incubadas com Mitotracker Red e Mitotracker Green. Western blott foi
realizado com amostras tratadas ou ndo com FCCP e KCN para
avaliar possivel translocagdo da enzima piruvato cinase para a
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Figura 1: Prévia caracterizagdo A) Representagdo
esquematica do padrao de agressividade da linhagem
celular A375, PCDNA3, A7 e G10 B) Curvas de
crescimento tumoral ao longo do tempo apds a
inoculagdo em camundongos Nude C) Perfil
respiratério das linhagens de melanoma humano.

mitocondria.
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Figura 2: Titulagdo da respiragéo celular. Os valores das taxas respiratorias foram determinados a partir da adigéo do A)
ativador da respiragdo FCCP (10nM — 30nM) ou B) adigéo do inibidor da respiragdo KCN (0.6 mM — 4mM).

C) Esquema ilustrativo do local de agdo dos moduladores da respiragdo. KCN inibe o complexo IV, impedindo o consumo de
oxigénio. FCCP desacopla a fosforilagao oxidativa da produgdo de ATP. Fonte: Zhiyin Xun et. al. (2012).

As concentragdes de KCN e FCCP que inibem e aumentam em 50% a respiragéo foram aplicadas em todos os experimentos.

Figura 3: Perfil mitocondrial das linhagens A375,
PCDNA3, A7 e G10. A) % de apresentando
maior marcagdo com Mitotracker Green,
marcador massa mitocondrial B) % de células
apresentando maior marcagdo com Mitotracker
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Red, marcador do potencial de membrana
» mitocondrial. O experimento foi realizado no
citometro  FACSCalibur. Os dados foram
avaliados por ANOVA de uma via seguido de
L u .. # teste de Tukey.
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Figura 4: Modulagao da respiragao mitocondrial altera o imunocontetido da Piruvato Cinase. A) Imagens representativas dos
ensaios de Western Blott B) A partir da quantificagdo das bandas das proteinas piruvato cinase (PK), B-actina e VDAC
(marcador mitocondrial) foi possivel realizar a comparagao estatistica das razdes do imunocontetdo de piruvato cinase (PK) e
B-actina ou piruvato cinase e VDAC nas fragdes total, mitocondrial (MIT), citosélica (CIT) e fragdo total (WF). A quantificagcdo
das bandas foi feita pelo software Image Lab. As diferengas significativas entre A7xG10 esta representado pela letra “a’e as
diferengas entre controle e tratado estéo representados pela letra “b”.Dados foram avaliados por ANOVA de uma via seguido

Universidade:

de teste de Tukey. m

Aprovagéo ética e apoio financeiro: MCT/CNPq INCT-TM
(#573671/2008-7), MCTI/CNPQ/CBAB (465113/2014-1).

UNIVERSIDADE

B UFRGS

DO RIO GRANDE DO SUL.

<1CBS

nmmua de Clenclas

UFRGS

FEDERAL
Centitico e Tecnoldgico

QcnPq S

Conselho Nacional de Desenvolvimento

$
UFRGS
PROPESQ

0
presente. xXX| SIC

WTOFQ,
\e‘ .

Controle FCCP A Area mitocondrial total
10000~
A
8000+ e
[ A375
6000 ﬂ 2 I PC
e b A7
~ -
4000 l o e
2 ' .lﬂ $ = 610
2000
Basal  FCCP Basal FCCP
g Indice de roundness
0.50
1 x
¢ MR = .1
I PC
A7
B = G10
a
o
o
Basal FCCP Basal FCCP
Numero de mitocondrias/célula
C 150 8
P
w© 3 A375
2, I PC
k] * A7
=
24 = G10
Basal Fccp Basal FCCP
Menor eixos
1.5
* [ A375
ﬁ g 10 H rC
ﬁ.. 0.~ 3 . EE A7
B
¥ “os = oo
0.0
Basal FCCP
Basal FCCP
Figura 6: Analise morfométrica de fragmentagao
mitocondrial indica diferencgas de nivel de

fragmentagcdo/rede entre as linhagens de melanoma
humano. A) Numero de mitocondrias por célula B) indice
de roundness C) Numero médio de mitodndrias por célula
D) Medida da média do menor eixo das mitocondrias de
cada linhagem. Os dados foram obtidos por quantificagao

Figura 5: Imagens representativas da comarcagao das sondas
Mitotracker Green e Red em microscopia confocal A) A375

basal ; B) A375 tratada com FCCP (respiragao desacoplada); | 7 3 N A 8

C) PCDNA3 basal; D) PCDNA3 tratada com FCCP; E) A7 de pixels a partir das imagens obtidas em microscopia

basal; F) A7 tratada com FCCP; G) G10 basal; H) G10 tratada ~ S0nfocal com as sondas Miotracker pelo software

com FCCP. M . Andlise estatistica r por ANOVA de
duas vias seguido de teste de Sidak.

Discussao

As sondas de Mitotracker Green e Red indicam que as linhagens A375 e PCDNA3 apresentam maior
proporg¢éo de mitocondrias com menor atividade. Ja as linhagens A7 e G10 apresentaram maior proporgao de
mitocéndrias com potencial de membrana ativo, condizendo com o perfil mais oxidativo de G10, porém néo
com o perfil mais glicolitico de A7 (dados prévios). A analise morfométrica de fragmentagdo mitocondrial das
imagens de microscopia confocal indicam que o tratamento com FCCP causa fragmentag&do das mitocondrias
de forma diferencial entre as linhagens. Além disso, a linhagem G10 apresenta maior area mitocondrial basal
e maior média do menor eixo das mitocondrias, apresentando mitocondrias maiores e mais fragmentadas,
condizendo com seu perfil oxidativo. Foi visto que o tratamento da linhagem G10 com FCCP e com KCN
diminui a quantidade total de piruvato cinase, porém a sua presenca na mitocondria ndo se altera com o
tratamento, condizente com resisténcia da linhagem G10 observada em experimentos prévios. Ja a linhagem
caracterizada por ser menos agressiva e mais glicolitica (A7) apresentou aumento do contetildo de piruvato
cinase e também sua translocagéo para a mitocéndria, mediante tratamento com KCN.

Conclusao

Diferentes padrdes de agressividade reagem de formas distintas a modulagdo da respiragdo mitocondrial,
podendo-se alterar tanto a morfologia da mitocéndria quanto a localizagdo e imunocontetido de enzimas da
glicdlise, como a piruvato cinase. Considerando o metabolismo mais oxidativo de G10, é visivel que sua
dindmica mitocondrial é diferenciada, tendo fragmentagdo mitocondrial basal distinta e mais facilmente
moduldvel com FCCP que em relagdo as outras linhagens. Considerando a resisténcia intrinseca
apresentada por G10, a mitocondria pode ser um alvo de tratamento especifico, neste caso.

Perspectivas: Aplicar a analise do software Mitogenie nas imagens em microscépio confocal com a sonda
Mitotracker nas linhagens tratadas com KCN. Avaliar o imunocontetido de proteinas de fissdo e fusdo
mitocondrial, assim como possiveis alteragdes de suas expressdes mediantes tratamento com FCCP e KCN.
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