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RESUMO

A metastase é um processo patoldgico caracterizado pelo desprendimento das células do tumor
primario para a corrente sanguinea ou vasos linfaticos, até atingir 6rgdos alvos distante, e é
responsavel pelo baixo progndstico e aumento da morbidade associada ao cancer. O melanoma
é um tipo de cancer de pele com grande potencial metastatico, devido a caracteristicas
intrinsecas dos melandcitos. Além disso, apresenta grande resisténcia aos tratamentos
existentes, e por este motivo novas abordagens terapéuticas para o melanoma metastatico tém
sido buscadas. Resveratrol (Resv) € um composto naturalmente encontrado em alguns
alimentos, como a uva, e apresenta uma grande gama de efeitos benéficos para a saide humana,
agindo em diversas vias de sinalizacdo. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do Resv
sobre a migracéao de células de melanoma cutaneo murino in vitro, e na formacéo de metastases
pulmonares a partir de um modelo de melanoma metastatico singénico. Células da linhagem
B16F10 de melanoma cutaneo murino, foram utilizadas nos ensaios in vivo e in vitro. Para o
ensaio de migracdo celular 4 x 10° células B16F10 foram plaqueadas e apds 24 horas de
incubacao foram tratadas com Resv nas concentragdes de 25, 50 e 100 pg/mL e uma fissura foi
feita na placa. As células foram incubadas por mais 48 horas e posteriormente foram analisadas.
Para estabelecer 0 modelo in vivo de metéstase pulmonar singénico, 5 x 10° células B16F10
foram inoculadas intravenosamente pela veia caudal de camundongos C57BL/6. Os
camundongos receberam Resv 400 mg/Kg ou PBS (grupo controle), diariamente por meio de
gavagem, por 23 dias antes da inoculacdo das células e por mais 20 dias ap0s a inoculagdo. Os
animais foram eutanasiados, os pulmdes foram retirados e analises histopatoldgicas e
histomorfométricas foram realizadas. O Resv significantemente (p < 0,05) diminuiu a atividade
migratoria das células B16F10 in vitro, de forma dose-dependente. No modelo de metéstase
pulmonar, a administracdo do Resv400 reduziu o desenvolvimento de metastases pulmonares
em camundongos C57BL/6. Os pulmdes dos camundongos tratados com Resv apresentaram
menor quantidade e area de nodulos metastaticos, quando comparado com o grupo controle,
com alto tamanho de efeito. O Resv possui atividade anti-migratoria nas células B16F10 e
apresenta um potencial anti-metastatico nos pulmées de camundongos C57BL/6.

Palavras-chave: 3,4",5-trihidroxestilbeno. Melanoma cutaneo. Metéstase. Ensaio de migracéo
celular. Modelo Murino de Metastase Pulmonar.



ABSTRACT

The metastasis is a pathological process characterized by the detachment of cells from the
primary tumor into the bloodstream or lymphatic vessels, until reaches distant target organs,
and is responsible for the low prognosis and increased morbidity associated with cancer.
Melanoma is a skin cancer type with a great metastatic potential, due intrinsic characteristics of
melanocytes. Besides that, melanoma shows resistance to existents treatments, and for this
reason new therapeutic approaches have been sought. Resveratrol (Resv) is a compound
naturally found in some foods, such as grapes, and has a wide range of beneficial effects on
human health, acting in several signaling pathways. The aim of this study was to investigate the
effect of Resv in the migration of B16F10 murine cutaneous melanoma cells in vitro, and in the
formation of lung metastases in a model of syngeneic metastatic melanoma. B16F10 murine
cutaneous melanoma cells were used in in vivo and in vitro assays. To the migration assay, 4 x
10° B16F10 cells were seeded, and after 24 hours of incubation they were treated with Resv at
concentrations 25, 50, and 100 ug / mL and a wound was made in the plate. The cells were
incubated for further 48 hours and were analysed. To establish the syngenic model of lungs
metastasis in vivo, 5 x 10° B16F10 cells were inoculated intravenously through the tail vein of
C57BL/6 mice. The mice received Resv 400 mg/Kg or PBS (control group), daily by gavage,
for 23 days before inoculation and for further 20 days after inoculation. The mice were
euthanized, the lungs were removed and histopathological and histomorphometric analyzes
were performed. Resv significantly (p < 0,05) decreased the migratory activity of B16F10 cells
in vitro,in a dose-dependent manner. In the lung metastasis model, the Resv400 administration
reduced the development of lung metastases in C57BL/6 mice. The lungs of mice treated with
Resv400 showed less amount and area of metastatic nodules, when compared with control ones,
with a high size effect. Resv has an anti-migratory activity on B16F10 cells and showed an anti-
metastatic potential on the lungs of C57BL/6 mice.

Keywords: 3,4",5-trihydroxystilben. Cutaneous Melanoma. Metastasis. Migration Assay.
Murine Modelo of Lungs Metastasis.
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1 INTRODUCAO

O melanoma cuténeo (MC) é um tipo de cancer de pele que possui grande potencial
metastatico devido a caracteristicas intrinsecas das suas células de origem, e por este motivo é
responsavel pelas maiores taxas de morbimortalidade entre os tipos de cancer de pele existentes,
apesar de possuir uma menor taxa de incidéncia. Quando ainda em localizac&o in situ primaria,
0 MC costuma ser tratavel por exciséo cirdrgica, mas mesmo nessa fase ele ja apresenta alguma
resisténcia a quimioterapicos e a radioterapia. Quando o processo de metéstases ocorre, o nivel
de resisténcia ao tratamento é elevado, gerando um baixo progndstico e uma taxa de sobrevida
menor que 5% em 5 anos (Mendenhall et al., 2017; Quail & Joyce, 2013).

A metastase é parte do processo de progressdo do cancer, definido pela liberacéo
de células malignas do tumor primario para a corrente sanguinea e subsequente
desenvolvimento de novas colbnias tumorais em 0Orgdos distantes. Diversos mecanismos
biologicos sdo necessarios para a mudanca no microambiente tumoral e no desenvolvimento do
nicho pré-metastatico, que sdo induzidas por diversos fatores de crescimento, citocinas pro-
inflamatdrias e vias de sinalizacdo relacionadas (Valastyan & Weinberg, 2011; Yeung & Yang,
2017).

O processo metastatico € o principal responsavel pelas altas taxas de
morbimortalidade relacionadas aos mais diversos tipos de cancer, devido ao seu carater
sistémico e a resisténcia aos tratamentos quimioterapicos e radioterapicos padrdes ja existentes.
Além disso, os tratamentos existentes possuem uma variedade de efeitos colaterais que auxiliam
na diminuicao da qualidade de vida do paciente. Por este motivo, novas abordagens terapéuticas
tem sido buscadas, e compostos naturais tem sido uma importante aposta (Mendenhall et al.,
2017).

O Resveratrol (Resv) € um composto naturalmente encontrado em diversas plantas,
principalmente na casca e sementes da uva, e apresenta uma grande variedade de efeitos na
salde, como atividade anti-inflamatoria, anti-oxidante, anti-angiogénica e anti-tumoral. Suas
mais diversas atividades em alguns tipos de cancer tém sido discutidas e o seu potencial como
opcdo adjuvante no tratamento de diversas malignidades, inclusive o melanoma, tem ganhado
atencdo (Ko et al., 2017).

2 REFERENCIAL TEORICO
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2.1 Metéastases

O processo patolégico metastatico é definido pela disseminagéo de células malignas
presentes no tumor primario, a partir de vias hematogénicas, linfaticas e neurais, para 6rgaos
distantes onde h& a formagdo de novos tumores, formando as metéstases propriamente ditas.
Apesar da metastase ser um processo ineficiente, em que apenas 0,01% das células tumorais
que intravasam na corrente sanguinea sdo capazes de se estabelecer e formar microcolénias em
6rgdos distantes, 90% da mortalidade do céancer é atribuido a este processo e ndo ao tumor
primario em si, devido a sua natureza sistémica e a resisténcia intrinseca aos agentes
terapéuticos ja existentes (Quail & Joyce, 2013; Valastyan & Weinberg, 2011).

A invasdo local é definida quando as células tumorais atingem o parénquima normal
que circunda o tumor, processo que ocorre através da membrana basal. Em celulas normais, a
membrana basal possui um importante papel, porém ela apresenta em sua composicao fatores
de crescimento que séo liberados por proteases do tumor primario, que favorecem a iniciacao
de diversas vias celulares que alteram a polaridade das células tumorais e permite uma maior
taxa de proliferacdo, invasdo e sobrevivéncia celular, fazendo assim com que as células
tumorais atinjam a circulacdo e se disseminem para orgéos distantes (Valastyan & Weinberg,
2011).

O principal mecanismo de espalhamento metastatico das células tumorais € pela
entrada das mesmas na corrente sanguinea ou vasos linfaticos, processo chamado de
intravasamento. Este processo é mediado por altera¢cdes moleculares que promovem a passagem
das células tumorais atraves da barreira de células endoteliais da corrente sanguinea, como por
exemplo a liberacdo do fator de transformacdo de crescimento-8 (TGFR), que aumenta a
passagem das células tumorais através das paredes dos vasos sanguineos (Valastyan &
Weinberg, 2011). As células tumorais circulantes presentes na corrente sanguinea passam por
uma variedade de estresses até atingirem o seu sitio metastatico, causados por exemplo pela
perda de adesdo as integrinas — essenciais para a sobrevivéncia celular - e pelo sistema imune
do hospedeiro. Neste processo, as plaquetas interagem com as células tumorais, formando um
agregado protetor que impede o reconhecimento das mesmas por células do sistema
imunoldgico, aumentando a taxa de sobrevivéncia dessas células e favorecendo a progressao
tumoral. Ao atingirem o sitio metastatico no 6rgdo distante, as células passam pelo processo de
extravasamento, onde saem do vaso condutor para dar entrada ao paréngquima do 6rgdo. Esse
processo pode ser facilitado pelas plaguetas, que auxiliam na permeabilidade para a entrada das
células (Quail & Joyce, 2013).
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O processo de hipoxia nas areas mais centrais do tumor primério, faz com que
fatores, como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) sejam liberados. O VEGF tem
a funcéo de formar novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes, permitindo maior
nutricdo e oxigenacdo as areas centrais do tumor primario. Alémdisso, o tumor primario é capaz
de liberar outros fatores como EREG, COX-2 e MMP-2 que sdo capazes de perturbar o
microambiente do 6érgdo distante, auxiliando na preparacdo do ambiente pré-metastatico. No
parénquima do 6rgao distante, as células tumorais formam micrometastases que precisam se
proliferar para formar as metéstases propriamente ditas, porém, esse microambiente do 6rgéo
distante pode oferecer resisténcia a proliferacdo destas células, principalmente causadas pelo
sistema imune (Valastyan & Weinberg, 2011). Sendo assim, as micrometéstases formadas
podem persistir no organismo por varios anos sem serem detectadas devido a dorméncia nessas
ceélulas, causadas pelos mecanismos de equilibrio entre a taxa de apoptose e de proliferacéo,
parada das células na fase GO do ciclo celular a da acéo das células imunes do hospedeiro (Quail
& Joyce, 2013).

E conhecido que as células tumorais tém preferéncia ao 6rgdo secundario no qual
ird desenvolver as metastases, ou seja, apesar de que as células se desprendam do tumor
primario e circulem pelos vasos sanguineos, as metastases so se desenvolverdo em um 6rgao
especifico onde essas células poderdo se adaptar para sobrevivéncia e proliferagdo. Assim o
processo de desenvolvimento das metéstases ocorre conjuntamente com diversos mecanismos,
que permitem que o tumor primario secrete diversos fatores de crescimento, citocinas,
eX0ssomos e enzimas que alteram sistemicamente o 6rgéao alvo, produzindo assim o nicho preé-
metastatico, que sera 0 microambiente receptivo para as células tumorais circulantes (Quail &
Joyce, 2013).

As células derivadas da medula 6ssea sdo cruciais na formacdo de um
microambiente adequado para o tumor primario e para o desenvolvimento do nicho preé-
metastatico. O aumento da expressdo da fibronectina atrai essas células até o sitio metastatico
gue por sua vez secretam moléculas que permitem que o microambiente se torne um local
favoravel para a sobrevivéncia e proliferacdo das células tumorais circulantes (Descot &
Oskarsson, 2013; Peinado et al., 2012).

As metaloproteinases de matriz (MMPSs) sdo enzimas proteoliticas frequentemente
expressas, que modificam os componentes da matriz celular alterando a sua capacidade de
ades&o e induz a liberacdo de fatores de crescimento presentes na matriz, promovendo a invasao
das células malignas. As principais no processo de metastase sédo a MMP-2 e MMP-9, que

atuam na degradacdo da membrana basal por proteolise, permitindo a invaséo direta das células
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malignas para o estroma, e auxiliam na ativacdo de TGF-p latente, induzindo a formagdo do
nicho metastatico e a angiogénese. Além do papel das plaguetas na sobrevivéncia das células
tumorais circulantes na corrente sanguinea, elas ainda liberam fatores de crescimento que sdo
importantes para a formacao de nichos pré-metastaticos, enquanto citocinas pro-inflamatérias
ajudam na sobrevivéncia e proliferacdo das células cancerigenas (Descot & Oskarsson, 2013;
Valastyan & Weinberg, 2011).

Os exossomos sao microvesiculas de membrana com um papel na comunicagdo
entre o tumor primario, células do hospedeiro e o sitio pré-metastatico. Diversos tipos celulares
como fibroblastos, células endoteliais e células progenitoras da medula 6ssea sdo direcionadas
ao nicho pré-metastatico pela acdo dos exossomos, sendo importante na angiogénese, invasao
e formagdo das metastases. Estudos tem mostrado que, em linhas celulares de melanoma, 0s
exossomos aumentam a disseminagdo metastatica pela inducéo de células derivadas da medula
0ssea no nicho metastatico, que passam a assumir um fendtipo angiogénico, além de ser
associado com a imunossupressao (Peinado et al., 2012; Quail & Joyce, 2013).

Além da formacéo do nicho pré-metastéatico, as células tumorais ainda passam por
um importante processo chamado de Transi¢do Epitelial-Mesenquimal (TEM), processo no
qual as células tumorais perdem suas caracteristicas epiteliais, como adesdo e polaridade, e
adquirem caracteristicas mesenquimais, que possuem uma maior capacidade migratéria, de
invasdo, maior producdo de componentes da matriz extracelular e resisténcia a apoptose. A
TEM tém seu inicio pela ativacao e aumento da expressao de fatores transcricionais como Slug,
Snail, Twist, ZEB e ZEB2, moléculas que induzem o fen6tipo mesenquimal nas células, e que
diminuem a expressdo de marcadores epiteliais, como a E-caderina, que € um fator chave para
a manutencao do fendtipo epitelial das células (Valastyan & Weinberg, 2011). No processo
tardio da metéastase, isto é, quando as células tumorais ja atingiram o0 seu nicho pré-metastético,
as células passam por um processo inverso, conhecido como Transicdo Mesenquimal-Epitelial
(TME), onde as células voltam a adquirir o fenotipo epitelial e dao inicio a sua proliferacdo
(Adler, Haydon, McLean, Kelly, & Mar, 2017; Quail & Joyce, 2013; Valastyan & Weinberg,
2011).

Os principais mecanismos para a formacdo do nicho pré-metastatico e

desenvolvimento das metastases € demonstrado na Figura 1.
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Figura 1: Representacdo esquematica sobre a formagdo do nicho pré-metastatico e o
desenvolvimento das metéstases. Alteracbes no ambiente tumoral permitem que diversos
fatores sejam liberados do mesmo e do estroma circundante que perturbam o orgdo distante,
formando o nicho pré-metastatico, ambiente este adaptado para a proliferacdo e sobrevivéncia
das células desprendidas do tumor priméario e o desenvolvimento das micrometastases. EMT:
transicdo epitelial-mesenquimal; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; MMP-2 e
MMP-9: metaloproteinase de matriz 2 e 9, respectivamente; MET: transicdo mesenquimal-
epitelial; BM-derived macrophage: macrofagos derivados da medula 6ssea; TNF-a: fator de
necrose tumoral o; INF-y: interferon y; MSC: células tronco mesenquimais; TAM: macrofagos
associados ao tumor; CAF: fibroblastos associados ao céncer; ECM: matriz extracelular.

Imagem adaptada de Quail & Joyce, 2013.

2.2 Melanoma Cutéaneo

O melanoma cutaneo (MC) é um tipo de cancer de pele que se origina a partir dos
melandcitos, células que produzem o pigmento melanina. Dentre os canceres de pele, o0 MC
representa 1% dos casos, apresentando a menor taxa de incidéncia entre eles, porém, mais que
80% das mortes por cancer de pele sdo causadas pelo melanoma, devido ao seu grande potencial
de sofrer metastases (NICE, 2015). Segundo a GLOBOCAN realizada em 2018, a estimativa
de novos casos para 0 melanoma cutaneo, para o ano de 2019, foi de 287.700 e foi estimado

60.700 mortes no mundo todo por essa malignidade (Ferlay et al., 2019). No Brasil, segundo o
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INCA, a estimativa é de 8.450 novos casos para o0 ano de 2020, sendo 4.200 homens e 4.250
mulheres (INCA, 2020).

Diferentemente de outros tumores sélidos, 0 melanoma costuma atingir individuos
jovens e de meia idade, tendo como idade média de diagndstico, 57 anos. Em relacéo ao sexo,
a incidéncia varia em diferentes estudos, mas ha uma concordancia que durante as idades mais
jovens a incidéncia é mais comum em mulheres, e em idades mais avangadas costuma acometer
mais pessoas do sexo masculino. O local mais acometido pelas lesdes também difere pelo sexo,
sendo mais comum nas costas no sexo masculino e nos membros no sexo feminino (Leonardi
et al., 2018; Rastrelli et al., 2014).

Os fatores de riscos relacionados ao desenvolvimento do MC estéo associados ao
ambiente externo e a fatores internos do hospedeiro. Dentre 0s do hospedeiro, pode-se destacar
0 numero de nevos melanociticos congénitos e adquiridos, susceptibilidade genética e histéria
familiar, e fatores fisicos como a cor clara dos olhos e da pele, presenca de sardas e sensibilidade
ao sol. Como fatores de risco externos, o principal a ser destacado é a exposicdo a luz solar,
devido a radiacdo ultravioleta (UV), especialmente a banda UVB. Dessa forma, a exposicao
intensa e intermitente, geralmente relacionada com queimaduras solares, estdo associadas com
0 maior risco de desenvolvimento do melanoma (Leonardi et al., 2018; Rastrelli et al., 2014).

Ainda hoje a deteccdo precoce do melanoma é um dos principais fatores
relacionados a diminuicdo da mortalidade, e a realizacdo de exames patoldgicos continuam
sendo o padrdo ouro para o diagnostico de lesdes do MC. Normalmente, a lesdo apresenta
caracteristicas clinicas que auxiliam na suspeita da lesdo, caracteristicas estas distribuidas no
acronimo ABCDE, que significa Assimetria, Bordas Irregulares, Coloracao distinta no mesmo
nevo, Didmetro maior que 6 mm e Evolucdo, que funcionam como critério de alerta para
populacdo leiga e para profissionais da saude ndo-dermatoldgicos. (Rastrelli et al., 2014).

O MC é subdivido em quatro classificagdes clinicas devido as suas caracteristicas.
O mais comum entre os tipos é o MC extensivo superficial, correspondendo a 70% do total dos
casos, e € relacionado com a exposicdo intermitente ao sol. A leséo se apresenta em forma de
papula palpavel, com uma variedade de cores, se origina de nevos pré-existentes e apresenta
crescimento radial e metéstases tardias. O MC nodular, é o segundo mais comum, e é mais
frequente em homens e entre a faixa etaria dos 50 e 60 anos. A lesdo € nodular, elevada, com
a coloragdo marrom, preta ou azulada, podendo se apresentar ulcerada. Possui apenas a fase de
crescimento vertical, o que se relaciona com uma maior taxa de metastases. O MC lentigo
maligno é pouco frequente e acomete mais idosos, em regides de exposi¢do cronica ao sol,

principalmente cabeca e pescoco. A lesdo se apresenta em varias cores, com bordas irregulares
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e costuma apresentar varios centimetros de didmetro. O MC lentiginoso acral € 0 menos comum
e ocorre em regibes palmoplantares, mucosas e submucosas, e € 0 tipo mais comum em pessoas
negras (Bandarchi, Ma, Navab, Seth, & Rasty, 2010; Rastrelli, Tropea, Rossi, & Alaibac, 2014).

Diversos parametros séo avaliados na andlise patoldgica da lesdo para assim fazer
0 correto diagnéstico do MC e subsequente estadiamento da doenca, 0 que ira auxiliar na
determinacdo do tratamento adequado. O indice de Breslow avalia a profundidade em
milimetros da lesdo, enquanto o nivel de Clark avalia a invasdo das células malignas em 5
distintos niveis, variando de tumor presente na epiderme (Nivel 1) a tumor na camada da
hipoderme (Nivel V). Alguns fatores também devem ser reportados nos exames patoldgicos,
como a presenca de ulceracdo na leséo, o indice de taxa mitotica das células malignas (numero
de mitose dermal por mm?), crescimento vertical e invasdo angiolinfatica, que estéo
relacionadas com pior prognostico do paciente (Brasil, 2013; Swetter et al., 2019). A bidpsia
do linfonodo sentinela também é importante para o diagndstico e principalmente tratamento do
melanoma, pois auxilia no estadiamento da doenca e ajuda a determinar a necessidade de
terapias adjuvantes (Castro et al., 2016).

A dermatoscopia também é um método diagnostico do MC, realizado com o auxilio
de um instrumento capaz de avaliar as lesbes de forma ndo-invasiva. A sensibilidade do
diagnostico do melanoma por caracteristicas clinicas chega a 70%, porém, quando associado
com o exame dermatoscopico a sensibilidade pode chegar a 90% (Castro et al., 2015). Além da
avaliacdo anatomopatoldgica, tem surgido novas tecnologias que podem ajudar na deteccao das
lesbes do melanoma de forma molecular, como a técnica FISH (hibridizacdo de flourescéncia
in situ) que detecta sequencias de DNA mutadas usando probes marcadas (sensibilidade de
86,7% e especificidade de 95,4%), e 0 myPath test que consegue mensurar a expressdo de
MRNA e assim detectar e diferenciar genes de lesdes benignas de malignas, com uma alta
sensibilidade e especificidade (90% e 91%, respectivamente). Porém, apesar de funcionais,
estes testes ainda ndo sdo altamente recomendaveis para o diagnostico de rotina do melanoma,
até o melhor critério de uso ser estabelecido (Ankeny et al., 2018; Knackstedt, Knackstedt,
Couto, & Gastman, 2018; Swetter et al., 2019).

O MC, em lesdo primaria, localizada in situ, costuma ser curavel, porém, quando o
processo metastatico se inicia ha uma diminuicdo no progndstico. A retirada cirdrgica do tumor
do melanoma é o principal tratamento dessa malignidade, realizado com excisdo de margens de
segurancga definidas pela espessura tumoral, reduzindo o risco de reincidéncias locais. A
radioterapia ndo é uma abordagem comumente utilizada, sendo mais indicada quando o

paciente é idoso ou quando o tumor se localiza em regides de dificil resseccéo cirurgica, como
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da cabeca e pescogo. A radioterapia também pode ser utilizada como adjuvante ao tratamento
cirtrgico e de forma paliativa (Mendenhall et al., 2017; Stevens & McKay, 2006; Testori et al.,
2009). Em relacéo a quimioterapia, a dacarbazina € o tratamento padrdo para 0s pacientes com
metastases sistémicas e tumores primarios inoperaveis, apresentando resposta em cerca de 10-
20% dos pacientes, com taxa de recorréncia média de 3 a 6 meses (Nieweg & Gallegos-
Hernandez, 2015). O MC demonstra ser insensivel a varias terapias sistémicas e a radioterapia,
e isso ocorre provavelmente devido a origem de suas células funcionarem como protecéo do
organismo a danos no DNA causados pela exposicdo a raios ultravioletas, por exemplo,
permitindo-as ser resistentes quando expostas a drogas citotoxicas, com uma taxa de resposta
geral ao tratamento de 10% (Nieweg & Gallegos-Hernandez, 2015; Wu & Cui, 2017).

2.3 O fendbmeno metastatico do Melanoma cutaneo

O melanoma cuténeo tem altas taxas de mortalidade principalmente devido a sua
caracteristica metastatica, facilitadas por caracteristicas proprias das células tumorais do
melanoma, mutacdes genéticas e por alteracbes que ocorrem no microambiente tumoral
(Leonardi et al., 2018). A metastase do MC pode ocorre tanto por vias linfaticas quanto
hematogénicas, e costuma ser classificada em: satélite, quando os nddulos estdo a 2 cm de
distancia do tumor primario; em transito, quando o tumor dérmico ou subdérmico encontra-se
em direcdo a drenagem linfatica regional; e a metastase distante, onde as células malignas estdo
presentes além dos ganglios linfaticos regionais e frequentemente envolvem locais viscerais.
Ha estudos que mostram que sexo, localizacdo anatémica do tumor primério e espessura do
tumor séo importantes fatores de risco para o desenvolvimento de metastases, enquanto idade,
nivel de invasdo e subtipo histologico ndo impactam nesses fatores (Adler et al., 2017; GBM,
2017).

A localizacdo do melanoma primario gera diferentes padroes de metastase, por
exemplo, casos de MC com localiza¢do primaria no tronco e membros superiores comumente
desenvolvem metéastases distantes, enquanto melanomas com localizacdo primaria nos
membros inferiores ou regido de cabeca e pescoco desenvolvem metastases satélites ou em
transito. O baixo risco de metastases a distancia do melanoma primario nos membros inferiores
é associado com a grande cadeia de vasos linfaticos e a quantidade de linfonodos existentes até
as células tumorais atingirem a corrente sanguinea, o que gera um melhor progndstico para
pacientes com esta localiza¢do de tumor priméario quando comparados com outras localizagdes
no corpo. Em contrapartida, cabega e pesco¢co como localizagdo priméaria do melanoma se

relaciona a piores prognosticos devido a sua alta predicdo de metéastase e baixa taxa de
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sobrevivéncia associada (Adler et al., 2017). O melanoma é propenso a se metastatizar para
orgéos especificos, em especial linfonodos, pulméo, figado, cérebro e 0ssos. O local mais tipico
para a metastase visceral do melanoma séo os pulmd@es, correspondendo cerca de 12 a 36% dos
casos metastaticos. A localizacdo pulmonar das metéastases normalmente é assintomatica e estdo
associadas com uma sobrevida de 10 a 11 meses, que é relativamente maior do que a encontrada
em outras metéstases viscerais (Braeuer et al., 2014; Leung, Hari, & Morton, 2012).

Ja foi descrito como o MC é um tipo de cancer que apresenta altas taxas de casos
metastaticos, e isso ocorre devido a caracteristicas intrinsecas da origem do melanoma. Os
melandcitos sdo células derivadas da crista neural, ou seja, mesmo em seu estado normal nao-
maligno, apresenta expressdo de marcadores mesenquimais como a Vimentina, e normalmente,
nevos apresentam a expressdo de fatores de transcricdo como o Slug. Ou seja, mesmo em
estados iniciais do tumor primario, 0 melanoma ja apresenta marcadores mesenquimais e
metastaticos, e a juncdo desses fatores fazem com que menos mudancas sejam necessarias para
que a Transicdo Epitelial Mesengquimal ocorra no melanoma quando comparado com outros

tumores solidos (Braeuer et al., 2014).

A inflamacdo é considerada um dos mais importantes fatores para o
desenvolvimento do tumor primario e do nicho pré-metastéatico, e esse processo no melanoma
é bem regulado por moléculas pré-inflamatorias, como por exemplo a Interleucina-8 (IL-8). A
IL-8 possui efeito direto na inducdo da angiogénese, na invasao e migracdo das células e na
producdo de MMP-2, além disso, a IL-8 contribui com a promogéo da quimiotaxia das células
para o0 ambiente tumoral e pré-metastatico. Um modelo experimental in vivo com camundongo
knockout para CXCR2 (receptor de interleucina-8) mostrou que a falta da ativacéo da IL-8 levou
a reducdo tumoral e da angiogénese, além de diminuir a metastase pulmonar experimental
(Singh, Varney, & Singh, 2009). O Fator Ativador de Plaquetas (PAF) é outro exemplo
importante na disseminacdo do melanoma, pois ela pode produzir um ambiente favoravel para
crescimento e sobrevivéncia das células, induzir a angiogénese, e levar a ativacdo de diversas
células como queratindcitos, células endoteliais, macréfagos e fibroblastos, e induz a expressao
de COX-2, IL-6 e IL-8. (Braeuer et al., 2014).

Os exossomos tem mostrado grande importancia no desenvolvimento do melanoma
metastatico, e alguns estudos relataram que 0s exossomos derivados do melanoma, no sitio
primario, tém um papel na indugdo do crescimento de tumores, apoiando a matriz extracelular
e também iniciando o ambiente dos linfonodos para um estado pré-angiogénico. Em um estudo

experimental in vivo foi mostrado que os exossomos derivados do melanoma contribuiram
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ativamente para a metastase através do carreamento de proteinas que ativavam as células
derivadas da medula-Gssea para o sitio pré-metastatico (Braeuer et al., 2014; Peinado et al.,
2016).

Células de melanoma priméario e do microambiente formado secretam TGF-, que
além de auxiliar em varios processos da metastase como ja descrito, ainda auxilia a suprimir a
resposta imune do hospedeiro. Além do TGF-p, ha o aumento da expressdo de TNF-a e IL-10,
que contribuem ativamente para a imunossupressdo, e o IFN-y que promove a resposta
inflamatoria e aumenta a evasdo imune das células malignas, a sobrevivéncia, proliferacao e
migracao celular, principalmente sob condicOes de estresse causadas por queimaduras solares
(Braeuer et al., 2014).

A taxa de sobrevivéncia em 5 anos de pacientes com melanoma metastatico € menor
que 5%. O principal tratamento quimioterapico convencional do melanoma é a dacarbazina,
porém as suas taxas de resposta s@o baixas, variando de 10-20%, com resposta completa visto
apenas em 5% dos pacientes. Estudos clinicos com tratamento adjuvante da dacarbazina
associada com Interferon ou Interleucina-2 tem mostrado uma melhor eficicia, mas a
quantidade de efeitos colaterais € maior e ndo ha aumento da sobrevida geral quando comparado
com a dacarbazina sozinha. Outras abordagens quimioterapicas sdo o vemurafenib, inibidor do
gene BRAF-V600E mutado, e o ipilimumabe, anticorpo contra CRLA-4 (proteina T-linfécito-
associada citotoxico 4). O vemurafenib, apesar de apresentar rapida resposta, todos os pacientes
sofrem recidiva ap6s pouco tempo de tratamento, além de apresentar varios efeitos colaterais.
O ipilimumabe induz uma resposta imune do hospedeiro mais rapida, porém a morbidade
consequente é alta. A diferenca no tempo de sobrevida entre os tratamentos ndo é muito grande,
em um estudo clinico por exemplo, a sobrevida aumentou em 2 meses em pacientes tratados
com dacarbazina + ipilimumabe comparado com aqueles tratados apenas com dacarbazina,
porém os efeitos colaterais foram extensos (Braeuer et al., 2014; Nieweg & Gallegos-
Hernandez, 2015; Wu & Cui, 2017).

As altas taxas de mortalidade do MC, o seu grande potencial metastatico e a
resisténcia relacionada ao tratamento da lesdo, principalmente quando se perde a caracteristica
de lesdo in situ é uma grande problematica, e por isso novas abordagens terapéuticas tem sido

constantemente buscadas.

2.4 Resveratrol
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O Resveratrol (Resv) € uma molécula bioativa, com estrutura do tipo estilbeno que
compreende dois anéis fendlicos conectados por uma ligacdo dupla de estireno para produzir
3,4°,0,5-trihidroxiestilbeno e ocorre tanto na isoforma cis-resveratrol quanto trans-resveratrol,
sendo essa Ultima mais estavel entre as duas. Ele é encontrado em plantas, como uvas,
amendoins, pinhas e berries, e também pode ser encontrado em produtos processados derivados
dessas plantas, como o vinho. A concentracdo do resveratrol varia nas diferentes espécies de
plantas e ele normalmente é produzido como forma de protecdo a danos causados, como lesdes
mecanicas, infeccdo fungica e exposicdo a radiacdo UV e ao ozbnio. (Carter, D'Orazio, &
Pearson, 2014; de la Lastra & Villegas, 2007; Ko et al., 2017).

Apesar de ser encontrado em compostos alimentares, a concentracdo do Resv
encontrada nos alimentos ndo é suficiente para os efeitos encontrados nos estudos in vivo. Em
uma dieta normal a ingestdo de Resv € minima, sendo muitas vezes necessario uma
suplementacdo com o composto ativo. Além disso, o Resv é metabolizado muito rapidamente
e consequentemente possui uma baixa bioviabilidade plasméatica, mas em contrapartida, 0s
niveis dos seus metabdlitos como resveratrol-3-O-sulfato, resveratrol-4'-O-glucuronideo e
resveratrol-3-O-glucuronideo costumam apresentar uma concentracdo meédia consideravel, e €
de conhecimento que essas moléculas podem exercer atividades semelhantes a molécula
parental. Algumas abordagens para o aumento da bioviabilidade do Resv em humanos tém sido
estudadas, como a combinagdo com outros fitoquimicos e a nanoformulacdo, que aumenta a
estabilidade e a bioviabilidade da molécula (Ko et al., 2017; Pezzuto, 2019).

O Resv tem ganhado grande atencdo cientifica devido a sua gama variada de
beneficios a salude, como efeito anti-idade, anti-inflamatorio, anti-tumoral, cardioprotetor e
neuroprotetor. Além disso atua modulando diversas vias celulares relacionadas a inflamacéo,
estresse oxidativo, apoptose e angiogénese, e auxilia na inibicdo do crescimento e
quimiosensibilizacdo das células cancerigenas, apresentando além de tudo, baixa ou nenhuma
toxicidade as células normais (Rauf et al., 2017).

O Resveratrol € um composto multialvos, ou seja, ele pode atuar em diversas vias
moleculares distintas regulando varios mecanismos que podem alterar o processo de doenca.
Dessa forma, ha uma grande variedade de efeitos que o Resv pode oferecer, e em um complexo
sistema biologico ele pode agir em diversos mecanismos de forma simultanea, gerando uma
maior gama de efeitos benéficos a salde, que estudos in vitro ndo conseguem avaliar como um
todo. Sendo assim, o efeito anti-tumoral do Resv pode estar relacionado a diversos mecanismos
bioldgicos, como a parada do ciclo celular, angiogénese, indugdo da apoptose, diminuicdo da

expressao de enzimas proteoliticas, entre outros, agindo assim em todos 0s estagios do cancer,
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desde a sua iniciagdo até a promocao e progressdo tumoral (Pannu & Bhatnagar, 2019; Pezzuto,
2019).

Diversos estudos de abordagem in vitro e in vivo tém demonstrado os efeitos do
Resv em diferentes vias de sinalizacdo e mecanismos de acdo que contribuem para o seu
potencial anti-tumoral (Ko et al., 2017). Por exemplo, o efeito anti-proliferativo do Resv esta
associado a inducdo de apoptose, com o aumento de proteinas pré-apoptoticas e reducdo de
anti-apoptoticas, como a Bcl-2 e Blc-xl, e também associado a parada do ciclo celular
envolvendo a expressdo de ciclina D1 e CDK4, como mostrado em um estudo in vitro com
células T24 de cancer de bexiga humano (Bai et al., 2010). Esse efeito também foi visto em
modelo tumoral in vivo de cancer de pele em camundongos, induzido por DMBA e TPA, onde
0 Resv induziu a apoptose com um aumento da expressao de Bax e reducdo de Bcl-2, alem de
aumentar a expressao da proteina supressora tumoral p53 (Aziz, Reagan-Shaw, Wu, Longley,
& Ahmad, 2005). Sua atividade também ja foi avaliada em células cancer de ovario, onde a
expressdo de VEGF e HIF-1a foram diminuidas, reduzindo a angiogénese tumoral (Cao, Fang,
Xia, Shi, & Jiang, 2004), e o seu efeito foi também associado a reducdo da expressdo de MMP-
9 e aumento da expressdo do seu inibidor TIMP-1, em células HepG2 de céancer de figado
(Weng et al, 2010), ambos mecanismos associados com a progressao tumoral e
desenvolvimento do nicho pré-metastatico. Em células A549 de céancer de pulmdo, foi
demonstrado que, apds o tratamento com Resv, a expressao de E-caderina foi aumentada
enquanto a expressdo de marcadores associados a TEM, como Vimentina, Fibronectina, Snail
e Slug foram reduzidas (Wang et al., 2013). Além disso, o efeito do Resv em associacdo com
outras drogas também tem sido realizado, como por exemplo, em um estudo com células B16
de melanoma, o Resv em associa¢do com 5-fluoracil demonstrou um efeito anti-angiogénico,
inibicdo da proliferacao celular, e alterou a expressédo de COX-2, AMPK e VEGF, em um efeito
sinérgico e potencializado quando comparado com qualquer um dos tratamentos sozinho (Lee,
Koo, Park, & Kim, 2015).

Terapias convencionais para o cancer, como a quimioterapia, radioterapia, cirurgia
e imunossupressao, possuem algumas limitagdes que estdo relacionadas a geracdo de efeitos
colaterais, que podem contribuir para 0 mau prognostico do individuo, e ao desenvolvimento
de resisténcia das células malignas contra a terapia utilizada (Ko et al., 2017). Sendo assim, é
muito importante encontrar outras saidas para auxiliar no tratamento do cancer, e a aposta para
produtos naturais € extensa devido aos seus diversos compostos biologicamente ativos e seus

diversos mecanismos de agdo no organismo (Pezzuto, 2019).
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2.4.1 Potencial terapéutico antineoplasico adjuvante do resveratrol no melanoma cutaneo

Como descrito no tdpico anterior, o resveratrol apresenta diversos mecanismos de
acdo dentro de um complexo sistema bioldgico, fazendo que o seu efeito anti-tumoral ocorra
por diferentes mecanismos e vias de sinalizacdo, dependendo do tipo de cancer. Por atuar de
maneira variada, muitos estudos mostram diferentes formas que o Resv pode agir no melanoma

cutaneo.

Em um estudo realizado em celulas de diferentes linhagens de melanoma, SbCI2,
HaCaT, A375, MV3, WM35, SK-MEL-3 and SK-MEL-5, foi visto que in vitro o Resv pode
diminuir a proliferagdo dessas células. Para avaliagdo in vivo foi utilizada a linhagem A375 de
melanoma humano, inoculada em camundongos imunodeficientes (SCID) pelos flancos,
tratados com Resv ou DMSO (como veiculo controle) em dose Unica, via injecdo peritoneal, e
0 Resv significantemente reduziu o tamanho do tumor comparando os grupos. Alem disso, 0s
autores buscaram avaliar por qual via 0 Resv provavelmente agiu para inibir a proliferacdo do
melanoma, tanto das células in vitro quanto do tumor in vivo. A expressdao de miR-221, ja
identificado anteriormente como um microRNA super-expresso no melanoma, foi avaliada e
demonstraram que o Resv inibiu a sua expressao em ambos 0s ensaios. Foi avaliado tambem
por qual via este processo ocorria, e demostraram que a via de sinalizacdo NF-«xB, responsavel
por regular diversos genes envolvidos na morte, proliferacdo e diferenciacao celular, além de
contribuir para resisténcia a terapias, também foi inibida pelo Resv, sugerindo que 0 mesmo
atue na inibicdo da proliferacdo de células de melanoma pela inibicdo da via NF-kxB/miR-221
(Wu & Cui, 2017).

O efeito pro-apoptotico do Resv nas células de melanoma também ja foram
estudadas, e em dois diferentes estudos foi encontrado uma similaridade na via de sinalizacao
pela qual este processo ocorre. No primeiro destes estudos, utilizando linhas celulares de
melanoma humano SK-MEL-28 e A375 foi visto um grande potencial apoptético dessas células
apos tratamento com Resv. Para avaliar a associacdo da via de sinalizagdo MAPK neste
processo, foi avaliada a expressdo de Erk1/2, p38 e SAPK/INK, nas células tratadas com Resv
ou DMSO, e foi encontrado que o tratamento com Resv aumentou a expressao de Erk1/2
fosforilada, sugerindo a sua ativacdo para o processo de apoptose ter acontecido (Niles et al.,
2003). Em um estudo mais recente, utilizando as linhagens de melanoma humano MV3 e A375,
foi visto que o tratamento com Resv diminui a proliferacdo e sobrevivéncia destas células. Foi

também avaliada um aumento da degradagdo do DNA, a partir do acimulo de yH2AX nas
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celulas e um aumento da degradacédo da proteina anti-apoptotica Bcl-2, regulados pelo aumento
da expresséo da via Erk1/2 (Zhao et al., 2018).

Outras vias de sinalizacdo também ja foram avaliadas com o tratamento com o
resveratrol, como é o caso da via PI3BK/AKT/mTOR. Essa via € importante na contribuicdo da
regulacdo da autofagia, morte celular e proliferacdo, e ja foi relatado em outros estudos que a
sua ativacdo anormal contribui para manifestacfes patoldgicas do melanoma. Com isso, em um
estudo utilizando células de melanoma murino B16F10 e células de melanoma humano A375
tratadas com Resv, foi visto que ha um aumento do processo apoptotico, migratorio e invasivo
em ambas linhagens celulares. A partir da analise da expressdo das moléculas da via
PI3K/AKT/mTOR, foi visto que o tratamento com Resv inibiu a mesma, induzindo o processo

de autofagia nas células de melanoma, retardando a proliferagéo tumoral (Gong & Xia, 2020).

A via Akt, uma das vias indutoras do processo de TEM, também foi avaliada em
um estudo in vivo utilizando células B16BL6 inoculadas nos flancos de camundongos C57BL6
e outro ensaio com células B16F10 inoculadas via intravascular pela veia caudal de
camundongos da mesma espécie, para modelo de metédstase pulmonar. Em ambos
experimentos, os animais tratados com Resv apresentaram menor volume tumoral e menor
tamanho médio dos nodulos pulmonares encontrados. Também foi realizado ensaio in vitro
com as células B16F10, e aquelas tratadas com Resv apresentaram inibicdo da atividade
migratoria e invasiva quando comparada com controle. A expressao de Akt foi avaliado tanto
nas células quanto no tecido tumoral dos camundongos, e em ambos a sua expressao foi

diminuida pelo tratamento com o Resv (Bhattacharya, Darjatmoko, & Polans, 2011).

Com estes resultados de diferentes estudos € possivel visualizar alguns das
diferentes vias celulares que o Resv pode agir para inibir o desenvolvimento do melanoma

cutaneo e do seu processo metastatico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito do resveratrol sobre a migracdo de células murinas de melanoma
cutdneo B16F10 em ensaio in vitro e no desenvolvimento de metéstases em modelo de

metéstase pulmonar em camundongos C57BL/6.

3.2 Objetivos Especificos

e Analisar a capacidade migratoria de células B16F10 tratadas com resveratrol em ensaios
in vitro.

e Estabelecer modelo singénico de metéstase pulmonar com células de melanoma cutaneo
murino em camundongos C57BL/6.

e Avaliar o efeito do resveratrol na ocorréncia de focos metastaticos no pulmao de animais
C57BL/6 em modelo de melanoma cutaneo murino metastatico.

e Analisar aspectos morfometricos e morfolégicos macroscopicos e microscopicos dos
nodulos metastaticos pulmonares em camundongos C57BL/6 submetidos ao modelo

metastatico pulmonar tratados com resveratrol e controles;



27

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes

Todos os reagentes foram comprados pela Sigma-Aldrich (Poole, UK), exceto os
citados aqui. O Resveratrol (SKU: HRESQ05), na isoforma trans-resveratrol, foi adquirido pela
VitaJoy (Suzhou, CHI), 0 meio de cultura RPMI 1640 pela Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA USA), soro fetal bovino pela Euroclone (Mildo, ITA). Os anestésicos quetamina e xilasina
foram adquiridos pelo Bayer Laboratory (GER). A linhagem de células de melanoma cuténeo
murino B16F10 foram gentilmente fornecidas pelo Dr Lope, M. T. P (Departamento de
Farmacologia, Universidade Federal de Minas Gerais).

4.2 Testes Piloto

Para o0 estabelecimento do modelo de metastase pulmonar, foi realizado
anteriormente ao experimento e resultados apresentados nesta dissertacéo, dois projetos-piloto.
Ambos os testes foram feitos utilizando camundongos C57BL/6, com faixa etaria de 6-8
semanas, com células B16F10 de melanoma cutaneo murino e por inducdo intravenosa via veia

caudal, como no experimento final.

O primeiro piloto, realizado em Mar¢o/2018, foi feito com o objetivo de avaliar a
quantidade células que seriam utilizadas para inducdo do modelo metastatico pulmonar,
determinar se a quantidade referida seria suficiente para o desenvolvimento dos nédulos dos
pulmdes e estabelecer qual seria 0 melhor protocolo de inducdo pela veia caudal, visto que
camundongos sdo animais muito pequenos, a veia apresenta um pequeno calibre e, além disso,
os camundongos C57BL/6 possuem a regido caudal escura, devido a coloracdo da pelagem. O
experimento foi realizado com 10 animais, onde todos foram inoculados sem diviséo de grupos,
e apds anestesiados com solugdo de quetamina e xilasina, foram inoculados com 5 x 10° células
B16F10, ressuspensas em 0,05 mL de PBS, pela veia caudal. A quantidade de células utilizadas
foi a mesma determinada por estudos anteriores desse grupo de pesquisa, em experimentos de
modelo de melanoma cutaneo singénico, com inoculacdo dorsal, nos camundongos de mesma
espécie. Apds 21 dias de inoculacdo, os animais foram eutanasiados e os pulmdes foram
retirados para avaliacdo do desenvolvimento de nddulos de forma macroscopica. A taxa de

sucesso do desenvolvimento de nddulos pulmonares foi de 50%.
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O segundo piloto, realizado em Maio/2018, foi feito com o intuito de simular o
mesmo procedimento que seria realizado posteriormente no experimento. Para tentativa de
maior quantidade de células atingirem corretamente a corrente sanguinea e os pulmdes, e
consequentemente aumentar a taxa de sucesso no desenvolvimento dos nodulos pulmonares,
dois pesquisadores realizaram diversas simulacbes da inducdo pela veia caudal em
camundongos C57BL/6 com solugéo salina. A partir dessas simulagdes, foi determinado que
para melhor visualizacdo das veias dos camundongos, uma compressa de agua morna seria
utilizada na cauda para dilatacdo das mesmas e posteriormente a solucao seria inoculada. Além

disso, foi utilizada uma luminaria de bancada logo acima dos animais, para melhor visualizagéo.

Neste segundo piloto, aléem de buscar uma melhor taxa de sucesso na inducdo,
também buscamos avaliar se a dosagem de resveratrol seria suficiente para a diminuicdo de
desenvolvimento dos nodulos, determinar quanto tempo de administracao do resveratrol e PBS
seria feito antes da inducdo e avaliar por quanto tempo apos a inducdo os camundongos
sobreviveriam. Com esses objetivos, foram utilizados 28 camundongos, divididos em dois
grupos: um com administracdo de resveratrol em concentracdo de 400 miligramas por
quilograma de peso corporal individual do camundongo, e um grupo com administracdo de
solugdo tampdo PBS, como controle. A dose de 400 mg/kg foi determinada em um estudo
anterior deste mesmo grupo de pesquisa, com um modelo de melanoma cutédneo nodular
singénico, inoculado com células B16F10 pelo dorso de camundongos C57BL/6. Neste estudo,
as doses que apresentaram efeito anti-tumoral foram a de 200 mg/kg e 400 mg/kg, sendo que a
de 400 mg/kg foi a que apresentou melhores efeitos, sem causar citotoxicidade nos

camundongos, e por este motivo foi utilizada para 0 modelo de metastase pulmonar.

A administracdo foi iniciada 34 dias antes da inoculacdo de células, e apos esse
tempo, os animais foram anestesiados com solucdo quetamina e xilasina e foram inoculados
com 5 x 10° células B16F10, ressuspensas em 0,05 mL de PBS, pela veia caudal, seguindo as
orientacdes determinadas apds as simulacoes de inducdo. A administracdo de resveratrol e PBS
perdurou até o dia de eutanasia, realizada 22 dias apds a inoculacdo, periodo este mostrado em
estudos encontrados na literatura como periodo maximo de sobrevivéncia dos camundongos

com nddulos nos pulmdes (Bhattacharya et al., 2011; Chen et al., 2012).

Os pulmbes dos camundongos foram retirados, os nddulos pulmonares foram
contabilizados a olho nu e posteriormente foram fotografados e armazenados em formaldeido

10% para avaliac@es histologicas. A histologia e mensuracéo da area microscopica dos nédulos
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foi realizada como descrita abaixo nessa mesma sess@o. A taxa de sucesso da inoculacéo pela
veia caudal subiu para 80%, e com a avaliacdo do peso diario dos camundongos durante o
experimento, foi visto que entre os dias 18 e 20 de administracdo do resveratrol, 0s
camundongos deste grupo comegaram a apresentar reducdo no peso corporal, informacao que
nos permitiu determinar o periodo méximo de administracdo do resveratrol e PBS pré-

inoculagéo.

O experimento apresentado nesta dissertacdo foi iniciado em Maio/2019, e 0 més
anterior foi marcado pela calibracdo dos pesquisadores para o procedimento de inducdo. Este
experimento acatou as informacdes obtidas com o piloto, como: a quantidade de células
utilizadas por camundongo (5 x 10° células B16F10, ressuspensas em 0,05 mL de PBS), a
quantidade de camundongos utilizados (28), a quantidade de dias de administracdo das drogas
pré-inducdo (21 dias), a quantidade de dias que os camundongos seriam mantidos até o
sacrificio (20 dias), e a confirmacao que a dose de resveratrol utilizada (400 mg/kg) funcionaria
como dose terapéutica, sem causar nenhum sinal fisico de citotoxicidade nos camundongos. A

taxa de sucesso de inducéo foi de 94%.

4.3 Cultivo Celular

Células de melanoma cutédneo murino da linhagem B16F10 foram cultivadas em
meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 0.27 mM ampicilina,
5.41 uM anfotericina B e 0.06 mM estreptomicina, mantidas em ambiente imido a 37 °C e 5%
de CO2.

Para a realizacdo dos experimentos, as células B16F10 cultivadas ao atingirem
confluéncia de 90% foram soltas das placas com tratamento em tripsina por 5 minutos, a 37 °C
em 5% de CO2. Quando desprendidas, a tripsina foi inativada com 10% de SFB, e as células
foram centrifugadas (1000 rpm), ressuspensas em meio de cultivo RPMI e a concentracdo de
células foi mensurada com auxilio de uma camara de Neubauer espelhada e coloracdo de azul

de tripano.

4.4 Ensaio de Migracdo das Células B16F10

Para avaliar a capacidade de migracdo celular, 4 x 10° células B16F10 foram
semeadas em placas de 6-pocos e foi aguardado 24 horas para a adesdo das células a placa.

Apos 24 horas, foi feito uma lesdo no meio dos pogos, com o auxilio da ponta de uma
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micropipeta estéril de 200 pL e os mesmos foram fotografados. As células foram tratadas com
Resv em trés diferentes concentrac@es, de 25, 50 e 100 pg/mL por 48 horas. Células B16F10
ndo tratadas com Resv foram usadas como controle e seguiram 0 mesmo processo das tratadas.
A concentracdo do Resv utilizada foi determinada em ensaio prévio de viabilidade celular por
MTT, onde as células B16F10 foram tratadas com Resv nas concentra¢des de 1,56 a 200 pg/mL
(dados nédo apresentados). As concentragdes escolhidas para o ensaio de migracdo apresentaram
reducédo na viabilidade celular, mas manteve uma quantidade de células viaveis para realizacéo
dos experimentos.

Apos as 48 horas de incubacdo, as células foram dissociadas da placa com tripsina,
centrifugadas e ressuspensas com albumina de soro bovino e 200 mL de meio RPMI para a
aquisicdo de novas imagens. As imagens foram feitas com o auxilio de um microscépio
Olympus FSX100, acoplado a uma camera Sony 3CCD, com aumento de 10x. O software
ImageJ® foi usado para mensurar a area da fenda antes e apds o tratamento com Resv. O

experimento foi feito em triplicata e realizado em trés ensaios independentes.

4.5 Modelo Animal de Melanoma Metastatico Pulmonar

O estudo in vivo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
e Bem-estar Animal (Protocolo: 131/2017 — ANEXO A). Camundongos C57BL/6, fémeas,
saudaveis, sem histérico de uso de qualquer droga, com idade de 6 a 8 semanas, foram utilizados
no ensaio de Melanoma Metastatico Pulmonar. Os camundongos foram mantidos no biotério
do Centro de Ciéncias Biologicas e da Satde da Unimontes, nas condi¢Ges de temperatura a 24
+ 1°C, umidade relativa do ar de 60-70%, luz controlada com ciclos de 12h de claro/escuro,
baixo nivel sonoro < 40 dB, com livre acesso a agua filtrada e racdo balanceada (Purina-
Labina®).

Os camundongos foram divididos em dois grupos: amimais tratados com
resveratrol em uma concentracdo de 400 mg para cada 1000 mg de peso corporal do
camundongo, diluido com solucdo tampdo PBS (Resv400; n = 13), e 0 segundo grupo com oS
animais tratados com PBS, caracterizando como grupo controle (Controle; n = 13). A
administracdo do Resv foi iniciada 23 dias antes da inducdo tumoral, via oral, por meio de
gavagem, sempre no periodo da manha. A dosagem em ambos os tratamentos foi feita a partir
do peso corporal dos camundongos, que foram mensurados diariamente.

Apo6s os 23 dias de pré-tratamento, os camundongos foram anestesiados com

quetamina e xilasina. A area da cauda sofreu assepsia local com alcool e 5 x 10° células B16F10,
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ressuspensas em PBS, foram inoculadas via intravascular pela veia da cauda. Embora seja um
modelo de inducdo que mimetize o processo metastatico devido a passagem das células pela
corrente sanguinea até a chegada aos pequenos capilares pulmonares, cada nodulo que se
desenvolve na realidade é um tumor priméario independente (da Silva, Melo, Bernardes, &
Cecchini, 2016). Diariamente os animais foram pesados e tratados com Resv400 e PBS de
acordo com o grupo em que foram alocados por mais 20 dias, totalizando 43 dias de tratamento,
como demonstrada na Figura 2. Os animais foram sacrificados e os pulmdes foram retirados.
Os nddulos metastéaticos presentes foram contados a olho nu por contagem mascarada e a area
tumoral foi mensurada pelo Image J® Software. Os pulmdes foram fixados em formaldeido a
10% e armazenados.

Inicio da administragéio de Inoculagdo de células
Resv400 e PBS B16F10 pela veia caudal Eutanasia

23 43 (Dias)

/.1 K% S

Resv400 Controle

Figura 2: Representacdo da linha temporal no modelo de metastase pulmonar.

4.6 Analises histopatoldgicas e histomorfométricas do tecido pulmonar

Os pulmdes armazenados e fixados em formaldeido a 10% foram processados em
equipamento histotécnico automatizado (modelo MTP, Slee Technik GmbH, Mainz, Alem),
onde os tecidos foram desidratados em quantidades crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e
100%) por 1 hora em cada um. Posteriormente as amostras tomaram 3 banhos em xilol, com
duracdo de 1 hora cada, para retirada do excesso de alcool, e em seguida foram submetidos a 3
banhos de 1 hora cada em parafina liquida aquecida para a infiltracdo no tecido. O tecido
infiltrado foi emblocado em parafina com o auxilio de formas delimitadoras.

Os cortes histologicos foram feitos com auxilio de micrétomo histolégico manual
(modelo CUT5062, Slee Technik GmbH, Mainz, Alemanha), com cortes de 5 um de espessura
e intervalo regular de 50 um entre cada corte. Os cortes foram aderidos a laminas de vidro
corretamente identificadas com o animal e o seu grupo de experimentacdo correspondente, e
foram incubados em uma estufa a 50°C por 4 horas. Os cortes histolégicos foram submetidos a

coloracdo de Hematoxilina e Eosina (H&E), para isso, as laminas com os tecidos foram
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hidratadas com quantidades decrescentes de &lcool, coradas com a hematoxilina e
posteriormente com a eosina, e foram novamente desidratadas e montadas com meio de
montagem.

As laminas coradas foram fotografadas pelo microscopio FSX100 (Olympus
Scientific Solution), acoplado com uma cdmera Sony 3CCD, com aumento de 10x. A area dos
nodulos metastaticos foi mensurada pelo Image J® Software, e o resultado foi dado por média

de grupos em pum.

4.7 Anédlise Estatistica

Todos os dados do presente estudo foram apresentados como média + erro padréo
(EP), em dois estudos independentes. O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi realizado para
todos os dados, e as analises estatisticas foram realizadas pelo teste Mann Whitney para dados
ndo-paramétricos, usando o Graphpad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
Diferencas com p < 0,05 foram consideradas estatisticamente significante. O tamanho do efeito

foi realizado para aqueles dados que ndo deram significancia estatistica.
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5 PRODUTOS

5.1 Produto 1: Inhibitory Effects of Resveratrol on Migration of B16F10 Mouse Cutaneous
Melanoma Cells and Lungs Metastasis: In Vitro and In Vivo Assays, formatado segundo as
normas para publicacdo do peridédico Nutrients (Anexo B).
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5.1 PRODUTO 1

Inhibitory Effects of Resveratrol on Migration of
B16F10 Mouse Cutaneous Melanoma Cells and Lungs
Metastasis: In Vitro and In Vivo Assays

Bruna Nathadlia Santos 1, Walter de Freitas Filho 1, Valéria Couto Quintao !, Sérgio Henrique Sousa
Santos 2, Lucyana Conceic¢do Farias 13, André Luiz Sena Guimaraes 3, Ludmilla Regina de Souza
David 1, Alfredo Mauricio Batista De-Paula 13

1 Nucleus of Epidemiological and Molecular Research Catrumano. Health Research Laboratory. Health Science
Post-graduate Programme. Universidade Estadual de Montes Claros, 39401-001, Montes Claros, MG, Brazil

2 Institute of Agricultural Sciences, Food Engineering College, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
Montes Claros, Brazil

3 Department of Dentistry. Universidade Estadual de Montes Claros, 39401-001, Montes Claros, MG, Brazil

* Correspondence: ambpatologi@gmail.com; Tel.: 55-21-38 32248380 (A.B.M.D.P)

Abstract: Background: Resveratrol (Resv) has received huge attention as a strategic agent for
antineoplasic treatment, due his wide-range health effects. Metastasis is a pathologic phenomenon
responsible for high morbidity rate and poor prognosis to individuals with cancer. The aim of this
study is to investigate the effect of Resv on murine cutaneous melanoma cell migration and lung
metastasis formation using a syngeneic mouse metastasis model. Material and Methods: B16F10
cutaneous melanoma cells were used in migration assay and were treated with different
concentrations of Resv. To in vivo assay, BL6F10 cells were inoculated through tail vein in C57BL/6, for
induction of lungs metastasis model. Mice received Resv 400 mg/Kg, and control group receved PBS,
both for 23 days before the inoculation, and after that further 20 days. days. Mice were euthanized and
lungs were removed to analysis. Results: Resv significantly reduced migratory ability of B16F10 cells
in vitro (p < 0,01) and reduced the number and area of metastatic nodules in lungs of mice treated with
Resv when compared with control ones, with a high size effect. Conclusion: Resv seems to contribute
to decrease migration of B16F10 murine cutaneous melanoma cells and occurrence of lung metastasis
in C57BL/6 mice.

Keywords: Metastatic Melanoma; 3,4’,5-trihydroxystilbene; Lungs Metastatic Model.

1. Introduction

Resveratrol (Resv) is a natural polyphenolic compound, easily found available in a regular diet,
specifically in plants, such as red grapes, peanuts, green tea, and berries. The structure of Resv is
stilbene-based and comprises two phenolic rings connected by a styrene double bond to produce 3,4",5-
trihydroxystilbene, which occurs in both chemical trans- and cis-isoforms. Resv has a wide-range health
effects, including anti-oxidative, anti-inflammatory, cardio and neuroprotective, and important anti-
tumor properties, and besides that, exhibits a much favorable safety profile for consumption with no or
minimal toxicity to normal cells (Ko et al., 2017).

Resv has received huge attention due to its potential strategic use as an adjuvant agent for
antineoplasic treatment. According to findings from many studies, it is capable to modulate multiple
cellular-signaling pathways that are usually altered during tumorigenesis and progression of many
solid cancers, including inhibition of metastasis (Bhattacharya et al., 2011; He et al., 2017; Wu & Cui,
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2017). It has been hypothesized that the adjuvant use of Resv may effectively exert efficient antineoplasic
effects when administered in conjunction with certain chemotherapeutic, due the chemosensitizing
action in malignant cells (Lee et al., 2015; Rai, Mishra, Suman, & Shukla, 2016).

Metastatic process is defined by the detachment of cancer cells from primary malignant tumor
aiming to reach distant organs. The metastatic process is related to the higher morbidity and poor
prognosis, and is responsible for the most part of deaths caused by cancer. Once metastasis occur,
surgical resection is no longer enough to treat cancers and chemotherapeutic approaches are necessary,
which is accompanied by several side effects, decreasing patient’s quality of life and survival rate (Faries
et al., 2017; Quail & Joyce, 2013) .

Melanoma is the most aggressive skin cancer, with high mortality rates due their great capacity of
metastasize. Metastatic melanoma treatment is based in chemotherapy, but, normally that approaches
only help in reduce tumor burden and symptoms, with no specific improvement in patients survival.
Besides that, acquire resistance to treatment with chemotherapies can occur throughout multiple
mechanisms, and in that way, metastatic melanoma remained associated with poor prognosis (Koppolu
& Rekha Vasigala, 2018; Malissen & Grob, 2018; Winder & Virds, 2018).

In this study, we analyzed the effects of Resv on murine B16F10 cutaneous melanoma cell
migration and on lungs metastasis formation in a syngeneic mouse lungs metastasis model in C57BL6
mice.

2. Materials and Methods

2.1 Reagents

All chemicals reagents were purchased from Sigma-Aldrich (Poole, UK), unless otherwise stated.
Resveratrol (SKU: HRES005), in trans-resveratrol isoform, was purchased by VitaJoy (Suzhou, CHI),
RPMI 1640 medium from Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA USA), fetal bovine serum from
Euroclone (Milan, ITA). The anesthetics ketamine and xilasine were acquire from Bayer Laboratory
(GER). The B16F10 murine cutaneous melanoma cell line were kindly provided by Dr Lope, M. T. P
(Department of Pharmacology, Federal University of Minas Gerais, UFMG, Brazil).

2.2 Cell Culture

The B16F10 murine melanoma cell line was cultured in RPMI-1640 medium, supplemented with
10% fetal bovine serum, 0.27 mM ampicillin, 5.41 uM amphotericin B and 0.06 mM streptomycin, at
37°C and 5% CO2 incubator. The number of cells needed for the experiments was determined by
counting in Neubauer chambers using trypan blue stain.

2.3 Migration cell Assay

4 x 105 B16F10 cells were seeded in 6-well plates. After 24 hours for cell adhesion, a scratch was
made using a 200 uL sterile micropipette tip and the wells were photographed. Then, the cells were
submitted to resveratrol in concentrations of 25 pug/mL, 50 ug/mL and 100 ug/mL for 48 h. A group of
control cells was incubated with phosphate buffer saline (PBS, pH 7.4) for the same period of time. The
concentration of Resv used was determined previously by a MTT assay (data not showed). After that,
200 mL of RPMI medium was added before images acquisition. The images were obtained with the
Olympus FSX100 microscope, coupled to a Sony 3CCD camera, at 10x magnification. Three photos were
acquired of each group, before and after treatment. The Image]® software was used to measure the gap
area before and after resveratrol treatment. The experiments were made in triplicate and in 3
independent assays.

2.4 Animals

Twenty-eight C57BL/6 female mice, 6-8 weeks old, were obtained from Animal Facility Center,
from Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil. Mice were maintained under
controlled light (12 h of light/12 h of darkness), temperature (24 + 1°C) and relative air humidity (60-
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70%) conditions, with free access to food and water consumption. Mice were separated into two groups
of treatment: those treated with resveratrol at a dose of 400 mg to each 1000 mg of body weight of mice,
diluted with PBS, (Resv400; n = 13); and the second group was treated with PBS, as a placebo, (control;
n = 13). The Resv dosage was determined by results from previously studies performed (data not
showed). The body weight was measured daily, and both, resveratrol and PBS were administered orally
by gavage. The Resv administration (400 mg/kg) began 23 days before the inoculation of B16F10 cells,
and continued after inoculation for a further 20 days, totalizing 43 days of experiment.

The in vivo study design was analyzed and approved by the Ethics Committee in Animal Well-
being and Experimentation of the State University of Montes Claros (Protocol number: 131/2017).

2.4 Experimental lung metastasis tumor model

Mice were anesthetized, and injected with 5 x 105 B16F10 cells, intravenously, via tail vein.
Although B16F10 cells have the characteristic of being metastatic, it is very difficult spontaneous
metastasis occurs in a subcutaneously inoculated model, due to the characteristics of these cells to form
an "encapsulated” tumor. In addition, animals usually die from cancer complications prior to metastatic
process occur (Kee et al.,, 2017). In this model, each pulmonary nodule is actually an independent
primary tumor, but due to the passage of cells through the bloodstream to find a microenvironment for
growth and expansion, this model can consistently imitate the metastatic process (da Silva et al., 2016)
as seen also in other studies (Kee et al.,, 2017; Zhang et al.,, 2015). After 21 days of inoculation and
treatment with Resv400 and PBS, the mice were sacrificed, and lungs were collected. The lungs were
photographed, and all visible surface metastases were quantified by masked counting. They were fixed
in 10% formaldehyde and stored. The area from macroscopic nodules were measured by Image]®
software.

2.5 Histopathologic and histomorphometric analyses

Lungs stored and fixed were processed in automated histotechnical equipment and paraffin-
embedded. The paraffin blocks were submitted to 5 um-thick sections and a regular interval of 50 um-
thick between each section, using a manual microtome (CUT5062, Slee Technik GmbH, Mainz, GER).
Tissue section was adhered on a glass slide, correctly identified, and placed in an incubator at 50°C for
4 hours, and then stained with hematoxylin and eosin (H&E). Hematoxylin has affinity for acid
structures of cells, like nucleus, while eosin has affinity to cytoplasm structures, staining them in blue
and orange, respectively. After staining process, the glass slides were assembled with the support of
cover glass and mounting medium. Stained tissue sections were analyzed and photographed with an
Olympus FSX100 microscope, coupled to a Sony 3CCD camera, in 10x magnification. The metastatic
nodules area were measured by ImageJ® software, and the total number and size (mm?) of the
metastatic foci were given by group average.

2.6 Statistical Analyses

All quantitative data in the present study was shown as mean *standard error (SE) of two
independent experiments. Shapiro’s-Wilk normality test was performed, and statistical analyses was
performed with Mann Whitney test, using Graphpad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA). Differences with p < 0.05 were considered statistically significant. Effect size was performed for
all data without statistical significance.

3. Results

3.1. Resv inhibits B16F10 cell migration in vitro

The ability of cells to migrate is an important event in the progression of primary tumor to
metastatic process. We investigated the migratory potential of BI6F10 murine cutaneous melanoma
cells after 48 hours treatment at different concentrations of Resv (Figure 1). All Resv concentrations used
in this study (25, 50 and 100 pg/mL) promoted an increase of scratch in a dose-dependent manner
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compared to control cells (Figure 1A), demonstrating a decrease of migratory activity of B16F10 cells (p
<0,05; p <0,05; and p < 0,01, respectively) (Figure 1B).
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Figure 1. Effect of Resveratrol (Resv) on migration of B16F10 cells. (a) Cancer cell motility was determined by
migration assay and the denuded zone was observed at 48 h after Resv treatment at 25 (Resv 25), 50 (Resv 50)
and 100 pg/mL (Resv 100). Images were photographed using a microscope at 10x magnification. (b) Decreasing

of migratory area (%) in a significantly way when compared control cells and treated cells, in a dose-dependent

manner. *p <0,01 **p <0,05.

3.2. Resv produce less metastatic foci on lung surface

During all treatment period, the mice maintained the body weight and behave normally. There
were no physical signs of toxicity caused by oral administration of Resv. In order to quantify and
compare the occurrence of surface lung metastasis between experimental and control mice, animals
were euthanized 20 days after tail intravenous injection of B16F10 cells. Control mice treated with
placebo developed more lung metastases when compared to mice treated with Resv400, as shown on
Figure 2B (p = 0,0577), however, reduction of the tumor surface area by Resv treatment was not
paralleled with the nodule number change 2C (p = 0,2110). Both datas showed high size effect (0,58 and
0,57 respectively).
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Figure 2. Lungs Metastatic Model, in vivo, performed with B16F10 cells, injected in tail vein of C57BL/6
mice (a) Metastatic nodules in lungs surface, 20 days after beginning of Resv400 or PBS administrations.
(b) Number of macroscopic nodules found in lung surface in the control (¥ = 9,96 and SD = 19,80) and
Resv400 groups (X = 2,96 and SD = 4,17). The data showed p = 0,0577, and a high size effect (0,58). (c)
Macroscopic nodule area in control (x =721,8 and SD = 1001) and Resv400 groups (x = 290,4 and SD =
509,1), in mm?. The data showed p =0,2110, and a high size effect (0,57).

3.3. Resv effect on histologic parameters of metastatic lung tissue

The histologic analyses showed that, in both groups, metastatic foci development was
accompanied by a fibrosis that reduced the alveolar space. Large fibrous area in the interalveolar septa
tissue, peribronchial and perivascular regions were seen with apparent infiltration of lymphocytes.
Moreover, some lung tissue areas were characterized by necrosis around the alveolar passages and
bronchioles. Lung sections from control mice group exhibited greater area size and number of metastatic
foci when compared to lungs from experimental mice. Representative H&E-stained lung section
recovered from control and experimental mice are shown in Figure 3.
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Figure 3. Histological analyses from C57BL/6 mice lungs, stained by Hematoxylin and Eosin. (a) and (b) Lungs
nodules from C57BL/6 mice treated with PBS (control group). (c) and (d) Lungs nodules from C57BL/6 mice
treated with resveratrol 400 mg/kg (Resv400). (e) Microscopic area of pulmonary nodules from C57BL/6 mice,
in mm?, between control (X = 570,9 and SD = 764,8) and Resv400 group (x = 337,3 and SD = 467,7). The data
showed p =0,4079 and a medium size effect (0,37).

4. Discussion

This study attempted to assess the antimetastatic effects of Resveratrol on metastatic murine
melanoma cell lines and in an experimental animal metastasis model. According to our findings,
Resv treatment significantly reduced the in vitro migratory ability of B16F10 cells, and treatment
with Resv400 inhibited the formation of lung metastasis in C57BL/6 mice.



The migration ability of malignant cells it is an important step for metastatic process, due the
capacity of cells to move into blood vessels to metastatic site. The migration assay, as done here, is
based in the ability of cells to migrate into an area denuded of cells, filling that space. In our study,
Resv could significantly decreased the migration process in B16F10 murine melanoma cutaneous
cells in all concentrations tested, in a dose-dependent manner, when compared with control group
(p <0,05).

In a study with T24 bladder cancer cells, treated with Resv in a concentration of 0, 10, 25 and
50 uM the results were similar to ours, indicating a inhibition in the migration activity of cancer
cells treated with Resv, in a dose-dependent manner (Bai et al., 2017). The effect of Resv in inhibit
migration has also been seen in different types of cancer cells, such as hepatocellular carcinoma,
breast and prostate cancer (Chai et al., 2017; Khusbu et al., 2020; Sun et al., 2019), confirming the
anti-migratory activity of Resv in cancer cells.

Besides the migratory activity, in this study we also evaluated the anti-metastatic effect of
Resv in the progression of melanoma in a lungs metastatic model induced with B16F10 murine
melanoma cutaneous cells intravenously inoculated in tail vein. We demonstrated that Resv
treatment could decrease the number of nodules in the lungs surface when compared to control
group (Fig 2B). The area of metastatic nodules were also evaluated in a macroscopic (Fig 2C) and
microscopic (Fig 3E) way, and in both of them, the average area in lungs surface of treated mice
were smaller than animals treated with placebo. Even though this results does not showed
statistically significant difference, the data showed a high and medium size effect. This shows that
our results has an important clinical significance, and, with a biggest sample, we may have a
statistical difference. In the histologic evaluation could be seen the metastatic foci accompanied of
fibrous area, a decrease in the alveolar space and regions with infiltration of lymphocytes, and
these characteristics were less impacting in lungs of mice treated with Resv400 than in lungs of
control group.

In a study performed by Bhattacharya et al. (2011), the effect of resveratrol were evaluated in
a migration assay using B16BL6 murine melanoma cells, and an in vivo lung metastatic model using
B16F10 murine melanoma cell, similar to those performed in these study. In the migration assay,
the average number of cells B16BL6 migrating to denuded space was decreased when treated with
50 uM and 100 pM of Resv, when compared to control groups. In in vivo assay, the C57BL6 mice
were treated with Resv daily, during 21 days, and as result Resv could reduce the averaged size of
metastatic nodules in lungs surface when compared with control ones (Bhattacharya et al., 2011),
and both results of these study are consistent with our results presented here.

These effect of resveratrol is also seen in other melanoma lineage, as seen in a study with
K1735 murine melanoma cells, where the tumor growth index in lungs surface were significantly
lower when compared with non-treated group (Chen et al., 2012). In a model of hepatic metastatic
melanoma using B16F10 cells, resveratrol treatment could decrease the development of metastasis
in 60% and also decreased the size of nodules, when compared with control group. In addition,
they evaluated the expression of IL-18 (interleukin-18), a proinflammatory cytokine that expression
is high in several cancers, and Resv could inhibit hepatic secretion of IL-18, which is correlated to
decrease the inflammatory process and consequently support the inhibition of metastasis
development (Salado et al., 2011).

Resv has shown an amount of activities in different types of cancer cells lineage, via several
signaling pathways and different mechanisms, including anti-angiogenic (Trapp, Parmakhtiar,
Papazian, Willmott, & Fruehauf, 2010), anti-inflammatory, anti-migratory and invasive properties
(Salado et al., 2011; Zhang et al,, 2015), and inhibition of MMPs (Lin et al, 2015) and EMT
(Bhattacharya et al., 2011), which can corroborate to anti-tumoral effects intensively studied.

In conclusion, from in vitro and in vivo assays, our results suggest that Resv may contribute
to occurrence of anti-metastatic effects on murine B16F10 melanoma cells. These data provide more
evidences to further support the potential of Resv as a potential adjuvant agent during therapeutic
for individuals with metastasis.

40



41

Author Contributions: Conceptualization, B.N.S.; W.E.F; V.C.Q; SHS.S; L.CF, ALLS.G; LRS.D; AMB.D.P;
methodology, B.N.S.; W.F.F; V.C.Q; LR.S.D,; investigation, B.N.S.; W.E.F; V.C.Q; SH.S.S; L.C.F; A.LS.G; LR.S.D;
AM.B.D.P; data curation, B.N.S; L.R.S.D; A M.B.D.P.; writing—review and editing, B.N.S; L.R.S.D; AM.B.D.P;
supervision, L.R.S.D; A.M.B.D.P.; funding acquisition, A.M.B.D.P.

Funding: This research was funded by FAPEMIG, CNPq and CAPES.

Acknowledgments: We would like to thank the Foundation for Research Support of the Minas Gerais State
(FAPEMIG, processes numbers: PPM-00029-17 and DEG-00010-16); National Council for Scientific and
Technological Development (CNPq, processes number: 437311/2016-3 and 430759/2016-9); and the Coordination
for the Improvement of Higher Education Personnel (CAPES) for the support to carry out this study.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.



42

References

1. Ko J-H, Sethi G, Um J-Y, Shanmugam MK, Arfuso F, Kumar AP, et al. The Role of Resveratrol in
Cancer Therapy. Int J Mol Sci. 2017;18(12):2589.

2. Wu F, Cui L. Resveratrol suppresses melanoma by inhibiting NF-kB/miR-221 and inducing TFG
expression. Arch Dermatol Res. 2017;309(10):823-31.

3. Bhattacharya S, Darjatmoko SR, Polans AS. Resveratrol modulates the malignant properties
of cutaneous melanoma through changes in the activation and attenuation of the antiapoptotic
protooncogenic protein Akt/PKB. Melanoma Res. 2011;21(3):180-7.

4, He L, Fan F, Hou X, Gao C, Meng L, Meng S, et al. Resveratrol suppresses pulmonary tumor
metastasis by inhibiting platelet-mediated angiogenic responses. J Surg Res. 2017;217:113-22.

5. Lee SH, Koo BS, Park SY, Kim YM. Anti-angiogenic effects of resveratrol in combination with 5-
fluorouracil on B16 murine melanoma cells. Mol Med Rep. 2015;12(2):2777-83.

6. Rai G, Mishra S, Suman S, Shukla Y. Resveratrol improves the anticancer effects of
doxorubicin in vitro and in vivo models: A mechanistic insight. Phytomedicine. 2016;23(3):233-42.

7. Faries MB, Thompson JF, Cochran AJ, Andtbacka RH, Mozzillo N, Zager JS, et al. Completion

Dissection or Observation for Sentinel-Node Metastasis in Melanoma. N Engl ] Med.
2017;376(23):2211-22.

8. Quail DF, Joyce JA. Microenvironmental regulation of tumor progression and metastasis. Nat
Med. 2013;19(11):1423-37.

9. Koppolu V, Rekha Vasigala VK. Checkpoint immunotherapy by nivolumab for treatment of
metastatic melanoma. J Cancer Res Ther. 2018;14(6):1167-75.

10. Malissen N, Grob J-J. Metastatic Melanoma: Recent Therapeutic Progress and Future
Perspectives. Drugs. 2018;78(12):1197-209.

11. Winder M, Virés A. Mechanisms of Drug Resistance in Melanoma. Handb Exp Pharmacol.

2018;249:91-108.

12. Kee JY, Han YH, Kim DS, Mun JG, Park SH, So HS, et al. Beta-Lapachone Suppresses the Lung
Metastasis of Melanoma via the MAPK Signaling Pathway. PloS one. 2017;12(5):e0176937.

13. da Silva CFN, Melo GP, Bernardes SS, Cecchini AA. Modelos experimentais de melanoma
murino in vivo. Biosaude. 2016;15(2):73-80.

14. Zhang L, Tao L, Shi T, Zhang F, Sheng X, Cao Y, et al. Paeonol inhibits B16F10 melanoma
metastasis in vitro and in vivo via disrupting proinflammatory cytokines-mediated NF-kappaB and
STAT3 pathways. IUBMB life. 2015;67(10):778-88.

15. Bai Y, Yang H, Zhang G, Hu L, Lei Y, Qin Y, et al. Inhibitory effects of resveratrol on the
adhesion, migration and invasion of human bladder cancer cells. Mol Med Rep. 2017;15(2):885-9.
16. Chai R, FuH, Zheng Z, Liu T, Ji S, Li G. Resveratrol inhibits proliferation and migration through
SIRT1 mediated post-translational modification of PI3K/AKT signaling in hepatocellular carcinoma
cells. Mol Med Rep. 2017;16(6):8037-44.

17. Khusbu FY, Zhou X, Roy M, Chen F-Z, Cao Q, Chen H-C. Resveratrol induces depletion of
TRAF6 and suppresses prostate cancer cell proliferation and migration. Int J Biochem Cell Biol.
2020;118:105644-.

18. SunY, Zhou Q-M, Lu Y-Y, Zhang H, Chen Q-L, Zhao M, et al. Resveratrol Inhibits the Migration
and Metastasis of MDA-MB-231 Human Breast Cancer by Reversing TGF-B1-Induced Epithelial-
Mesenchymal Transition. Molecules. 2019;24(6):1131.

19. Chen M-C, Chang W-W, Kuan Y-D, Lin S-T, Hsu H-C, Lee C-H. Resveratrol inhibits LPS-induced
epithelial-mesenchymal transition in mouse melanoma model. Innate Immun. 2012;18(5):685-93.
20. Salado C, Olaso E, Gallot N, Valcarcel M, Egilegor E, Mendoza L, et al. Resveratrol prevents
inflammation-dependent hepatic melanoma metastasis by inhibiting the secretion and effects of
interleukin-18. J Transl Med. 2011;9:59-.

21. Trapp V, Parmakhtiar B, Papazian V, Willmott L, Fruehauf JP. Anti-angiogenic effects of
resveratrol mediated by decreased VEGF and increased TSP1 expression in melanoma-endothelial
cell co-culture. Angiogenesis. 2010;13(4):305-15.



43

22. Lin F-Y, Hsieh Y-H, Yang S-F, Chen C-T, Tang C-H, Chou M-Y, et al. Resveratrol suppresses TPA-
induced matrix metalloproteinase-9 expression through the inhibition of MAPK pathways in oral
cancer cells. J Oral Pathol Med. 2015;44(9):699-706.

© 2020 by the authors. Submitted for possible open access publication under the terms
@ ® and conditions of the Creative Commons Attribution (CC BY) license

(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).



44

6 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, avaliamos a acdo do Resv em modelos in vitro, com o ensaio
de migracdo celular. Neste ensaio, 0 Resv diminuiu ativamente o potencial migratério que as
células B16F10 de melanoma cutaneo murino apresentam de uma forma dose-dependente, ou
seja, quanto maior a dose testada, maior a sensibilizacdo das células tumorais ao resveratrol e
menor a taxa migratoria consequente. Realizamos também ensaios in vivo, e induzimos um
modelo de melanoma com metastase pulmonar em camundongos C57BL/6 com sucesso, para
assim mimetizar o processo de metastase do melanoma em humanos, que um dos principais
sitios pré-metastaticos sdo os pulmdes. Com o modelo estabelecido, tratamos 0s animais com o
Resv em concentracéo ja estabelecida em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa como
dose terapéutica, sem causar toxicidade. Com a administracdo do Resv400 por 20 dias apos a
inducdo tumoral, os animais tratados se apresentaram mais ativos comparados aos do grupo
controle. Conseguimos também observar uma diminuicdo geral na quantidade e na area de
nodulos macroscopicos na superficie dos pulmdes dos camundongos que receberam o
tratamento. A avaliacdo histopatoldgica também nos mostrou um melhor perfil pulmonar
patologico nos camundongos tratados, com menores alteracdes caracteristicas de progressao
tumoral do que aquelas vistas nos pulmdes dos animais do grupo controle. Mesmo com alguns
resultados sem significancia estatistica como visto no valor de p apresentado, ainda podemos
ver que houve uma grande melhora nos parametros avaliados, mostrando a grande relevancia
clinica deste estudo.

Um longo caminho ainda precisa ser percorrido para determinarmos como e por
quais vias 0 Resv agiu para a diminuicdo da metastase nos pulmdes dos animais. A avaliacdo
dos parametros relacionados a transicdo epitelial-mesenquimal sera um importante passo para
0 complemento deste estudo, para que assim possamos avaliar os efeitos do Resv nas alteracGes
relacionadas. Dessa forma é importante ressaltar a importancia da continuacdo desta linha de

estudos, onde os efeitos do Resv sdo avaliados no melanoma metastatico.
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