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Introdugdo: O cancer se forma a partir do acimulo de inimeras muta¢des em genes especificos,
que sdo selecionadas pelo microambiente tumoral de forma a desenvolver-se em um tumor
maligno. Assim, essa massa tumoral ¢ constituida de populagdes heterogéneas de células com
diferentes niveis de adaptagdes metabolicas; o que dificulta ainda mais estratégias de tratamento
e eliminacdo completa do cancer. A funcao da rede mitocondrial esta altamente relacionada
com a sobrevivéncia de canceres; quando inibida a fosforilagao oxidativa, se observa um efeito
citotoxico em melanomas. Mitocondrias em rede podem ser mais efetivas na producdo de ATP;
j& a fragmentacdo mitocondrial estd relacionada ao aumento de mitofagia. Assim, além do
metabolismo, a morfologia e dindmica mitocondriais sdo fatores que devem ser estudados e
explorados em tumores. A linhagem A375 de melanoma maligno humano foi transfectada com
cDNA de catalase no vetor pcDNA3 dando origem as linhagens A7 e G10, e a linhagem
PCDNA3 transfectada com o vetor vazio. A linhagem A7 apresenta mais caracteristicas
benignas e fendtipo mais glicolitico, enquanto a linhagem G10 apresenta mais caracteristicas
malignas e fendtipo mais oxidativo. Além disso, a linhagem G10 apresentou maior nivel de
desdiferenciagdo, maior capacidade de migracao. Sendo assim, esse modelo foi utilizado para
estudar a dindmica mitocondrial de acordo com fenotipo de diferentes agressividades de
melanoma.

Materiais ¢ Métodos: As linhagens A375, PCDNA3, A7 e G10 foram mantidas em meio
DMEM/F12 suplementado com acido ascorbico, acido piravico, galactose e insulina em estufa
a 37°C e 5% de CO;. A dindmica mitocondrial foi determinada por métodos morfométricos
(Mitogenie software) e por citometria de fluxo de células incubadas com Mitotracker Red e
Mitotracker Green. Western blott sera realizado com amostras de cada linhagem para avaliar o
imunoconteudo de proteinas de fissdo (Drpl, Mfnl, Mfn2) e fusdo mitocondrial (Fis1, Opal).
Taxa respiratoria foi modulada com KCN e FCCP para inibir e aumentar, respectivamente, em
50% a respiracao mitocondrial, por Oximetria de Alta Resolug¢do. A expressdo dos genes das
proteinas de fissdo e fusdo serd avaliada por Real Time PCR, nas condi¢des basal, respiracao
mitocondrial modulada em 50% a mais e a menos.

Resultados: A concentragdo média de KCN que inibe a respiracdo mitocondrial em 50% para
as linhagens de melanoma ¢ de 0.8585 mM. A concentragdo média de FCCP que aumenta a
respiragdao mitocondrial em 50% por sua vez € de 0.1 uM. Resultados preliminares indicam que
Conclusdo: Foi possivel obter concentragdes de KCN e FCCP que modulem a respiragao
mitocondrial. Além disso, foi possivel obter amostras de cada linhagem para o ensaio de
Western blott e amostras basais e de respiragdo mitocondrial moduladas com KCN e FCCP para
realizar o ensaio de RT-PCR. Foi possivel obter as imagens em microscopio confocal da rede
mitocondrial de todas as linhagens. Resultados preliminares indicam que a linhagem G10
apresenta diferencga na razao das fluorescéncias de Mitotracker Red e Mitotracker Green. Além
disso foi possivel identificar diferengas no imunocontetido das proteinas de fissdo e fusdo
mitocondriais.

Perspectivas: Quantificar o imunocontetido das proteinas de fissdo e fusdo mitocondriais.
Analisar diferencas na expressao génica dos genes das mesmas proteinas de fissdo e fusdo
mitocondrial. Aplicar a andlise do software Mitogenie nas imagens em microscopio confocal
com a sonda Mitotracker Red.



