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Resumo

Embora o melanoma represente apenas 1% de todos os cancros de pele, este é
0 que apresenta a maior taxa de mortalidade. Uma das principais causas do insucesso
terapéutico é a resisténcia as terapias anticancerigenas, onde a proteina TRIB2 tem
vindo a apresentar um papel de destaque, sendo associada ao aumento da resisténcia.
Os farmacos Rosiglitazona e Pioglitazona, agonistas do PPARy, da familia dos
antidiabéticos orais tiazolidinedionas (TZDs), ja foram relatados anteriormente como
eficaz terapia para o melanoma — no entanto, existem resultados em que se verifica o
contrario. Um estudo preliminar, ndo publicado, verificou que a expressao de TRIB2
encontra-se diminuida em culturas de adipédcitos tratados com Rosiglitazona.

Neste sentido, colocou-se as seguintes hipdteses: 1) As TZDs poderdo levara uma
diminuicdo dos niveis de TRIB2 nas células de melanoma; 2) A potencial reducdo dos
niveis de TRIB2 poderd estar envolvida no mecanismo de a¢do anticancerigena das TZDs.
Para validar experimentalmente as hipdteses desenvolvidas, tratou-se células de
melanoma UACC-62 com Rosiglitazona ou Pioglitazona (em diferentes concentracdes e
com diferentes tempos de tratamento) e realizou-se a extracao de proteinas para avaliar
os niveis de expressio de TRIB2 por Western blot, e ainda avaliou-se a
proliferacdo/viabilidade das células UACC-62 parentais e TRIB2-KO (dois clones de
células CRISPR independentes) tratadas com Rosiglitazona ou Pioglitazona através de
ensaios MTT.

Através da analise Western blot verificou-se que os tratamentos com as TZDs em
estudo aumentam a expressao de TRIB2 e de P-AKT nas células de melanoma. Os ensaios
MTT nao revelaram nenhuma relagdo consistente entre os tratamentos standard com
farmaco e a viabilidade celular; ja os tratamentos duplos (72h+24h) parecem causar um

aumento da viabilidade das células de melanoma.

Palavras-chave: Melanoma; Pioglitazona; PPARy; Rosiglitazona; Tiazolidinedionas;

TRIB2.
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Abstract

Although melanoma represents only 1% of all skin cancers, it is the one that has
the highest mortality rate. One of the main causes of therapeutic failure is the resistance
to anticancer therapies, where the TRIB2 protein has been playing a prominent role,
being associated with increased resistance. Rosiglitazone and Pioglitazone, PPARy
agonists, from the thiazolidinediones (TZDs) family of oral antidiabetics, have previously
been reported as effective therapy for melanoma — however, there are results where
the opposite is verified. A preliminary unpublished study found that TRIB2 expression is
decreased in cultures of adipocytes treated with Rosiglitazone.

In this sense, the following hypotheses were put forward: 1) TZDs could lead to
a decrease in TRIB2 levels in melanoma cells; 2) The potential reduction in TRIB2 levels
may be involved in the anticancer mechanism of action of TZDs. To experimentally
validate the developed hypotheses, UACC-62 melanoma cells were treated with
Rosiglitazone or Pioglitazone (at different concentrations and with different treatment
times) and protein extraction was performed to assess TRIB2 expression levels by
Western blot, and the proliferation/viability of parental UACC-62 and TRIB2-KO cells
(two independent CRISPR cell clones) treated with Rosiglitazone or Pioglitazone was
evaluated by MTT assays.

Through Western blot analysis it was found that the treatments with the TZDs
under study increase the expression of TRIB2 and P-AKT in melanoma cells. MTT assays
revealed no consistent relationship between standard drug treatments and cell viability;
on the other hand, double treatments (72h+24h) seem to cause an increase in the

viability of melanoma cells.

Keywords: Melanoma; Pioglitazone; PPARy; Rosiglitazone; Thiazolidinediones; TRIB2.
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Figura 4.9 — Analise da viabilidade celular de células de melanoma UACC-62 WT
tratadas com Rosiglitazona. A linha de células de melanoma, UACC-62, foi incubada
com diferentes concentracdes de Rosiglitazona na ordem dos uM e a viabilidade da
mesma foi avaliada por ensaios MTT, a diferentes horas de tratamento. As
percentagens da viabilidade das células tratadas sdao calculadas tomando os valores
obtidos para as células em DMSO como 100%. A: n=1. B: n=1-2. C: n=2-3. D: n=2-3.
*P<0,05 e **P<0,01 (UNPAIred t 1EST)...cccuiieiieeeieecee et 44

Figura 4.10 — Andlise da viabilidade celular de células de melanoma UACC-62 WT
tratadas com Pioglitazona. A linha de células de melanoma, UACC-62, foi incubada com
diferentes concentragdes de Pioglitazona na ordem dos uM e a viabilidade da mesma
foi avaliada por ensaios MTT, a diferentes horas de tratamento. As percentagens da
viabilidade das células tratadas sdo calculadas tomando os valores obtidos para as

células em DMSO como 100%. A: n=2-4. B: n=1-3. *P<0,05 (unpaired t test). ............. 45

Figura 4.11 — Andlise da viabilidade celular de células de melanoma UACC-62 KO #28 e
KO #31 tratadas com Rosiglitazona. A linha de células de melanoma, UACC-62, foi
incubada com diferentes concentracdes de Rosiglitazona na ordem dos uM e a
viabilidade da mesma foi avaliada por ensaios MTT, a diferentes horas de tratamento.
As percentagens da viabilidade das células tratadas sao calculadas tomando os valores
obtidos para as células em DMSO como 100%. A: n=1. B: n=1. C: n=1-2. D: n=1. E: n=1-
3.Fin=1-2. G:n=1-3. HiN=1-2. oot 48

Figura 4.12 — Analise da viabilidade celular de células de melanoma UACC-62 KO #28 e
KO #31 tratadas com Pioglitazona.......ccccurveeeeiiei it crreee e e e e 49

Figura 4.13 — Analise da viabilidade celular de células de melanoma UACC-62 WT
tratadas com Rosiglitazona. A linha de células de melanoma, UACC-62, foi incubada
com diferentes concentracdes de Rosiglitazona na ordem dos uM, durante 72h, sendo
colocado um novo tratamento e a viabilidade da mesma foi avaliada por ensaios MTT
ao fim de 24h. As percentagens da viabilidade das células tratadas sao calculadas

tomando os valores obtidos para as células em DMSO como 100%. A: n=1. B: n=1..... 51

Figura 4.14 — Analise da viabilidade celular de células de melanoma UACC-62 WT
tratadas com Pioglitazona. A linha de células de melanoma, UACC-62, foi incubada com

diferentes concentracdes de Pioglitazona na ordem dos UM, durante 72h, sendo
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colocado um novo tratamento e a viabilidade da mesma foi avaliada por ensaios MTT
ao fim de 24h. As percentagens da viabilidade das células tratadas sao calculadas

tomando os valores obtidos para as células em DMSO como 100%. A: n=1. B: n=1..... 51

Figura 4.15 — Andlise da viabilidade celular de células de cancro do pancreas PANC-1
tratadas com Rosiglitazona. A linha de células de cancro do pancreas, PANC-1, foi
incubada com diferentes concentragdes de Rosiglitazona na ordem dos uM, durante
72h, sendo colocado um novo tratamento e a viabilidade da mesma foi avaliada por
ensaios MTT ao fim de 24h. As percentagens da viabilidade das células tratadas sao
calculadas tomando os valores obtidos para as células em DMSO como 100%. A: n=1.

BiN=le i e e e s e 52

Figura 4.16 — Andlise da viabilidade de células de cancro do pancreas PANC-1 tratadas
com Pioglitazona. A linha de células de cancro do pancreas, PANC-1, foi incubada com
diferentes concentracdes de Pioglitazona na ordem dos uM, durante 72h, sendo
colocado um novo tratamento e a viabilidade da mesma foi avaliada por ensaios MTT
ao fim de 24h. As percentagens da viabilidade das células tratadas sdo calculadas

tomando os valores obtidos para as células em DMSO como 100%. A: n=1. B: n=1..... 53

Figura 4.17 — Andlise da expressao de PPARy em células de melanoma UACC-62 WT.
Células de melanoma UACC-62 WT foram tratadas com DMSO e concentracdes
crescentes de Rosiglitazona, sendo posteriormente analisadas por Western blot

utilizando um anticorpo que reconhece seletivamente 0 PPARY. ......cooeccvvivveeeeeeiennns 54

Figura 4.18 — Células PANC-1 tratadas com DMSQO expressam PPARy. Células PANC-1
foram tratadas com DMSO e com Rosiglitazona a 50uM e células UACC-62 (WT, centro;
KO #31, direita) foram tratadas unicamente com DMSO, sendo posteriormente

analisadas por Western blot, utilizando um anticorpo que reconhece seletivamente o
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1. Introducgao

1.1 Melanoma

O melanoma, também referido como melanoma maligno, é um tipo de cancro
da pele que resulta da transformacdao maligna dos melandcitos, células da epiderme
produtoras de melanina (1). Embora ocorra mais frequentemente na pele (sendo
também apelidado de melanoma cutaneo), o melanoma nao é exclusivo desta, podendo
ocorrer também na cavidade oral, no trato gastrointestinal, nas meninges do sistema
nervoso central e na Uvea ocular (2,3).

Esta neoplasia é a décima nona mais comum a nivel mundial e a sua incidéncia
tem vindo a aumentar rapidamente de ano para ano (4-6). Na maior parte dos paises
europeus, a taxa de incidéncia do melanoma tem vindo a duplicar a cada década (7).
Apesar de representar apenas 1% dos cancros da pele, o melanoma é considerado o
mais perigoso, uma vez que é o mais provavel de metastizar (isto é, espalhar-se para
outras areas do corpo) caso nao seja detetado e tratado antecipadamente — deste
modo, o melanoma é o detentor da maior taxa de mortalidade entre todos os cancros
da pele (8).

Para além da predisposicao genética, existem varios fatores de risco envolvidos
no desenvolvimento do melanoma. A exposicao a radiacao ultravioleta (UV), muitos ou
atipicos sinais na pele, pele e cabelos claros, a existéncia de histéria familiar ou pessoal
de melanoma ou outros tipos de cancro da pele e imunossupressdo integram os
principais fatores de risco para o desenvolvimento deste tipo de cancro (9,10). A
incidéncia do melanoma é maior em idosos (>70 anos) e em homens, englobando assim

estes também nos fatores de risco (9,11).
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1.1.1 Sistema de classificacao clinica

Ap0ds o diagndstico de melanoma é necessario definir qual o seu grau de extensao
e desenvolvimento, de forma a permitir aos médicos executar a melhor estratégia
terapéutica, bem como informar o paciente sobre o progndstico (12).

Para definir qual o estadio da doenca recorre-se a um sistema de classificacao
internacional denominado TNM, estabelecido pelo Comité de Estadiamento do
Melanoma, pertencente ao Comité Conjunto Americano do Cancro (AJCC). Este classifica
o melanoma em cinco estadios (Figura 1.1) — 0O, I, I, Ill e IV — de acordo com trés
parametros: T de espessura (thickness), ou seja, quao profundo esta o tumor na pele; N
de ganglios linfaticos (nods), classifica a invasao ou ndo dos mesmos, préximos ao tumor;
M de metastases (metastasis), classifica a existéncia ou ndo de metdstases em outros

tecidos ou 6rgdos (13,14).

/

0- 3
£ —— Epiderme
£ 1.0-
Q
o 204 —— Derme
=
T 3.0- i
= ‘ .
g 4.0 —— Tecido
5.0-L | subcuténeo
Estadios 0 I Il 1l v

Figura 1.1 — Os cinco estadios do melanoma cutaneo e o seu desenvolvimento nas varias camadas da

pele. Figura retirada e adaptada de (2).

No estdadio 0 o melanoma estd localizado apenas na epiderme, sendo
denominado por melanoma in situ, e no estadio | alcanga uma maior profundidade,
continuando a manter-se na epiderme — estes dois estadios comportam a classificacdo
de melanoma inicial. O melanoma inicial, dado que é localizado, deve ser removido

cirurgicamente (12,13,15).
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O melanoma intermediario ou de alto risco € um melanoma no estadio Il. Este ja
atingiu a derme e possui um alto risco de se espalhar para outras dreas do corpo. Neste
caso, a cirurgia é novamente a primeira opcdo terapéutica sendo recomendada a
imunoterapia ou a radiagdo pds-cirdrgica para evitar o reaparecimento da neoplasia
(12,13,15).

O melanoma em estadio Il alcanca a epiderme e a derme, e ja engloba
metastases nos ganglios linfaticos mais préximos, e o melanoma em estadio IV avangou
para outros tecidos ou érgaos (comummente pulmdes, figado, cérebro, ossos ou trato
gastrointestinal). Estes dois estadios constituem a classificagdo de melanoma avancado,
sendo os mais dificeis de tratar — remove-se o tumor cirurgicamente, bem como os
ganglios linfaticos com metastases, submetendo posteriormente o paciente a

imunoterapia ou terapias dirigidas a pequenas moléculas (12,13,15).
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1.2 Muta¢oes no melanoma

Apds o diagnodstico é necessario estabelecer-se uma estratégia terapéutica. Para
a decisdao de qual a melhor estratégia a aplicar, deve ter-se em conta o estadio do tumor,
a localizagdo do mesmo e ainda o seu perfil genético (16).

A identificacdo de mutacgdes so foi possivel apds o projeto Genoma Humano em
2003 e tem sido amplamente utilizada ndo sé para obter uma melhor compreensao
acerca do melanoma (uma vez que esta neoplasia é considerada muito heterogénea)
como também para determinar mutagdes com relevancia para a terapéutica (17,18).
Das mutacdes mais comuns no melanoma (Tabela 1.1), destacam-se as mutacdes do
gene que codifica a proteina B-RAF (BRAF) V600 que serdo abordadas no subcapitulo
dos inibidores BRAF.

Tabela 1.1 — Mutag6es mais frequentes no melanoma. Informacdo retirada e adaptada de (17).

Mutagdo Frequéncia (%)

BRAF V600 40-50

NRAS 15-20

NF1 10-15
KIT 1-2
BRAF atipica (ndao V600) 4-5

GNAQ/GNA11 80-90 (uveal)

PTEN 4-8

Todas estas mutac¢des levam a uma alteracao de vias de sinalizacdo moleculares
gue resultam num aumento da proliferacdo e do crescimento das células de melanoma
(Figura 1.2). Embora certas terapias sejam mais eficazes em melanomas com certas
mutacdes, a Unicas que é realmente alvo terapéutico com farmacos aprovados é a

mutacdo BRAF (17).
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Figura 1.2 - Representacdo esquematica das vias de sinalizagdo mais relevantes e

respetivas mutagoes relacionadas com o melanoma. Figura retirada e adaptada de (17).

As duas principais vias de sinalizacdo sdo a via de sinalizacdo da proteina cinase
ativada por mitogénio (MAPK) e a via de sinalizacdo da fosfoinositideo 3-cinase (PI3K).
Na primeira, as mutacdes mais comuns sdo no gene que codifica a enzima NRAS (NRAS)
ou no BRAF, levando a uma ativacdo da MEK e das proteinas cinases reguladas por sinais
extracelulares (ERK). A segunda presencia mutacdes principalmente no PI3K, levanto a
uma ativacdo da proteina cinase B (PKB/AKT), da proteina-alvo mecanistico da
rapamicina (mMTOR) e consequentemente da proteina ribossémica S6 cinase B-1

(p70S6K) (17).
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1.3 Terapéutica no melanoma

A cirurgia é a melhor opcdo para quando ainda ndo existem metdstases, nos
estadios iniciais da doenga, tendo uma elevada probabilidade de cura e apresentando
assim um melhor progndstico. Quando hd progressdo do melanoma para o estado
metastdtico esta continua a ser imprescindivel, passando a estratégia terapéutica
obrigatoriamente pela adi¢ao de terapias sistémicas de forma a melhorar o progndstico
(16,19,20).

Até 2011, o melanoma metastatico era considerado fatal, sendo os tratamentos
standard para este a quimioterapia com Dacarbazina e aimunoterapia com Interleucina-
2, conduzindo o paciente a uma reduzida sobrevivéncia de, em média, nove meses (21).
Este panorama mudou positivamente desde que as principais agéncias do medicamento
aprovaram novas terapéuticas, nomeadamente inibidores do BRAF, como o
Vemurafenib e o Dabrafenib, inibidores de MEK, como o Trametinib e o Cobimetinib,
anticorpos direcionados ao antigénio 4 associado a linfécitos T citotdxicos (CTLA-4),
como o Ipilimumab, e direcionados a proteina de morte celular 1 (PD-1), como o
Nivolumab e o Pembrolizumab, e um virus herpes oncolitico modificado (T-VEC) (Figura
1.3). A descoberta e aprovacdo destas terapéuticas levou a uma otimizacdo do
progndstico dos pacientes com melanoma avancado, alterando o objetivo da
terapéutica de um mero atraso para os cuidados paliativos para o alcance de uma
resposta terapéutica duradoura (21) — no entanto, continua a existir uma grande

preocupacao relativamente ao melanoma: a resisténcia as terapéuticas.

Vemurafenib +
Dacarbazina - EMA Trametinib - EMA Cobimetinib - EMA e FDA

Interferdo alfa - EMA Vemurafenib - EMA Nivolumab - EMA

2000 2(+)2 2002 2011 2012 2413 2014 2014 2015 2415 2015 2018
Interleucina 2 - EMA Dabrafenib - EMA e FDA T-VEC - EMA e FDA

Ipilimumab - EMA e FDA Dabrafenib + Trametinib - Encorafenib + Binimetinib
EMA e FDA - EMA e FDA

Figura 1.3 - Linha cronoldgica da terapéutica no melanoma.
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1.3.1 Quimioterapia

A quimioterapia foi a primeira terapéutica a surgir para o melanoma metastatico,
décadas antes do desenvolvimento da imunoterapia e da terapéutica dirigida a
pequenas moléculas (16). Embora ja ndo represente a primeira opc¢do terapéutica, esta
continua a desempenhar um papel relevante nos melanomas metastaticos sem
mutagbes no BRAF, no NRAS ou no gene que codifica a proteina KIT (Receptor Tyrosine
Kinase Type Ill), em que ndo pode ser utilizada a terapéutica dirigida a pequenas
moléculas, sendo a opg¢do que se segue a imunoterapia (22).

Os agentes quimioterapéuticos podem ser divididos em trés categorias: agentes
alquilantes, que englobam a Dacarbazina, a Temozolomida e nitrosoureias, como a
Carmustina e a Lomustina; andlogos de platina, como a Carboplatina e a Cisplatina; e
toxinas microtubulares, que consistem nos alcaloides da vinca (inibidores da jungao
microtubular), como a Vincristina e a Vinblastina, e os taxanos (inibidores da
desassociagdo microtubular), como o Paclitaxel e o Docetaxel. Estes podem ser usados
em monoterapia ou em combinacgao (23-25).

A Dacarbazina, agente alquilante do DNA, foi aprovada em 1974 pela FDA (Figura
2), e em 2002 pela Agéncia Europeia do Medicamento (EMA), para o tratamento do
melanoma metastatico (19,26). Este andlogo de purina administrado intravenosamente
necessita de ativacao metabdlica para exercer o seu efeito, sendo o seu metabolito ativo
o 3-metil-(trianzeno-1-il)imidazol-4-carboxamida (MTIC) (22-24). Embora as taxas de
resposta completa a este fdrmaco em monoterapia sejam cerca de 6%, a Dacarbazina é
o farmaco quimioterapéutico mais utilizado para o melanoma metastatico (16,22,27).
Ja este farmaco combinado com outros farmacos de quimioterapia ou com agentes
imunoterapéuticos (interferdo-alfa (IFN-a) e interleucina 2 (IL-2)), ndo sé ndo mostrou
qgualquer melhoria da sobrevivéncia global, como também aumentou os efeitos
secunddrios e diminuiu a qualidade de vida dos pacientes (28).

A Temozolomida é um pré-farmaco do metabolito ativo da Dacarbazina, que tem
atividade no sistema nervoso central, uma vez que, contrariamente a Dacarbazina,
consegue atravessar a barreira hematoencefalica — conseguindo assim, atuar em
metdstases cerebrais (25). No entanto, estudos ndo mostram diferencas significativas

na taxa de resposta nem na taxa geral de sobrevivéncia entre estes farmacos, sendo a



O Potencial Papel da TRIB2 no Tratamento do Melanoma com Tiazolidinedionas

escolha do farmaco baseada em fatores como o custo, a via de administracdo e presenca
ou auséncia de metastases cerebrais (19,22,25).

Os analogos da platina, os alcaloides da vinca e os taxanos ndo tém resultados
excecionais quando comparados a Dacarbazina — sendo que, os que apresentam
melhores resultados que a Dacarbazina, estdo associados a uma maior toxicidade

(24,25,29).

1.3.2 Terapéutica dirigida a pequenas moléculas

As moléculas de principal interesse nesta terapéutica pertencem a via de
sinalizacdo da MAPK (Figura 1.4). A ativacdo desta via pode ocorrer através de mutagdes
no NRAS ou no BRAF, levando a um aumento descontrolado da proliferacdo celular
através da ativacdo ERK1/2 (30,31).

A terapéutica dirigida a pequenas moléculas engloba os inibidores BRAF e os
inibidores MEK, tendo ganho protagonismo entre as opg¢les terapéuticas para o

melanoma metastatico.

Recetor tirosina quinase

Inibidores BRAF
(Vemurafenib,
Dabrafenib)

Inibidores MEK
(Trametinib)

tumoral

Figura 1.4 — Representacgdo esquematica da via de sinalizagdo MAPK. Figura retirada e adaptada de (31).
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1.3.2.1 Inibidores BRAF

Estima-se que 40-50% dos melanomas possuam mutacdes no BRAF, sendo a
mutag¢do mais comum neste tipo de cancro (32). A mutacdo mais frequente, que
compreende cerca de 74-86% das mutacdes BRAF, ocorre no coddo 600 com a
substituicdo de uma valina por um acido glutamico (V600E), e a segunda mais frequente,
10-30% das mutacdes BRAF, ocorre igualmente no coddao 600, com a substituicao de
uma valina por uma lisina (V600K), destacando-se na popula¢do mais envelhecida (>65
anos) e/ou na populagdo com exposi¢do cronica aos raios UV (32-34).

Existem ainda outras mutacdes, menos comuns, no mesmo coddo do BRAF,
como a substituicdo de valina por acido aspartico (V600D) ou por arginina (V600R)
(33,34). Todas estas mutacdes originam uma ativacdo constitutiva da via de sinalizacdo
MAPK, resultando numa proliferacdo celular descontrolada (21) (Figura 1.4).

O interesse nos inibidores BRAF despertou com a descoberta da importancia e
da frequéncia destas mutacdes no melanoma. O primeiro inibidor a surgir foi o
Vemurafenib, tendo a aprovacao da FDA em 2011 e da EMA em 2012, seguindo-se o
Dabrafenib, aprovado pela FDA e pela EMA em 2013 (35-37) (Figura 1.3). Ambos podem
ser usados em monoterapia ou em combinagdo com um inibidor MEK (21).

Estes farmacos inibem a BRAF através do sitio de ligacdo do ATP, levando a

proteina a uma conformacao inativa, inibindo toda a via de sinaliza¢do a jusante (38,39).

1.3.2.2 Inibidores MEK

Para além da BRAF, outras proteinas da via MAPK ganharam interesse
farmacéutico, nomeadamente a MEK — a BRAF ativada vai fosforilar a MEK1 e MEK2,
proteina que se segue na via, que por sua vez vai fosforilar a ERK, levando ao aumento
da proliferacdo celular (31) (Figura 1.4).

Os inibidores MEK exercem a sua ac¢do por modificacdo alostérica da proteina,
ndo sendo competitivos do ATP, contrariamente aos inibidores BRAF (40). O primeiro a
ser aprovado para o melanoma metastatico foi o Trametinib, aprovado pela FDA em
2013 e pela EMA em 2014, que inibe tanto MEK1 como a MEK2 (41-43). O Binimetinib
(inibidor MEK1 e MEK2) e o Cobimetinib (inibidor MEK1) s6 estdo aprovados para o
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melanoma metastatico em terapéutica combinada com o Encorafenib (EMA, 2018) e

com o Vemurafenib (EMA, 2015), respetivamente (43) (Figura 1.3).

1.3.2.3 Combinacao inibidores BRAF + inibidores MEK

A utilizacdo de inibidores BRAF na terapéutica para o melanoma metastatico estd
associada a uma resisténcia adquirida a terapéutica, sendo que aproximadamente
metade dos pacientes sofre uma recaida apdés 6 meses de tratamento devido a
reativacdo da via de sinalizagdo MEK-ERK (40,44-46).

Varios estudos sugeriram que a terapéutica combinada entre um inibidor BRAF
e um inibidor MEK podem atenuar a resisténcia a terapéutica comparativamente ao uso
de inibidores BRAK em monoterapia, garantindo assim uma melhor eficacia terapéutica,
pelo que vieram a ser aprovadas varias combinac¢des destes farmacos (47-50).

Atualmente, existem trés combinacdes de inibidores BRAF e inibidores MEK
aprovadas para o melanoma metastatico com as mutacdes BRAFV600E e BRAFV600K:
Vemurafenib e Cobimetinib (EMA, 2015); Dabrafenib e Trametinib (EMA, 2014);
Encorafenib e Binimetinib (EMA, 2018) (41,51,52) (Figura 1.3).

10



O Potencial Papel da TRIB2 no Tratamento do Melanoma com Tiazolidinedionas

1.3.3 Inibidores de checkpoints imunitarios

Juntamente com os inibidores BRAF e os inibidores MEK, os inibidores de
checkpoints imunitdrios tém constituido uma nova abordagem terapéutica para o
melanoma metastatico desde o inicio da segunda década de 2000.

Estes checkpoints controlam a amplitude e a duracdo da resposta imunitdria do
organismo, nomeadamente das células T, sendo essenciais para a manuten¢dao da
autotolerancia (isto é, prevencdo de autoimunidade) e para evitar danos da resposta
imunitdria as células do préprio organismo. O CTLA-4 e a PD-1 despertaram interesse
neste mecanismo, tendo sido criadas moléculas especificas para a sua inibigao (31,53).

Esta abordagem terapéutica apresenta vantagens comparativamente a outras,
nomeadamente uma maior duracdo da resposta imunitaria em relacdo as citocinas (IL-
2 e IFN) (54,55) e uma menor suscetibilidade a resisténcia em relagdo a quimioterapia e

a terapéutica dirigida a pequenas moléculas (56).

1.3.3.1 CTLA-4

O CTLA-4 é expresso unicamente por linfocitos T citotdxicos e, através da ligacao
ao CD80/86 presentes nas células apresentadoras de antigénios, provoca uma
diminuicao da expressao deste tipo de linfocitos, diminuindo a resposta imunitaria
contra células cancerigenas (53,54).

O Ipilimumab surge como anticorpo monoclonal que, através da sua ligacdo ao
CTLA-4, vai inibir a ligacdo ao CD80/86, promovendo assim um mecanismo de aumento
de expressao dos linfocitos T citotdxicos, resultando numa maior acdo destas contra as
células cancerigenas (31,53,54). Este farmaco foi aprovado em 2011 pela EMA e pela

FDA para o tratamento do melanoma metastatico (31,57) (Figura 1.3).

11
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1.3.3.2 PD-1

O PD-1 é um recetor expresso amplamente nos linfécitos T que, através da unido
aos seus ligandos (PD-L1) presentes nas células cancerigenas, limita a atividade
antitumoral destes linfdcitos (31,53).

Os inibidores do PD-1 permitem que a ligacdo ndo ocorra, possibilitando que as
células do sistema imunitario continuem a atuar sobre as células tumorais. O Nivolumab,
aprovado pela FDA em 2014 e pela EMA em 2015, e o Pembrolizumab, aprovado pela
FDA em 2014 e pela EMA em 2015, sao exemplos destes farmacos com indicagao para
o tratamento do melanoma metastatico (58—62) (Figura 1.3).

O Nivolumab pode ser utilizado em monoterapia ou em combinagdo com o

Ipilimumab (inibidor de CTLA-4) (31,57).

1.3.4 Citocinas

A imunoterapia foi uma das primeiras terapias a surgir para o melanoma
metastdtico e varias estratégias demonstraram ter efeito antitumoral. No entanto, a
relevancia do uso de citocinas como terapéutica tem diminuido, tanto devido ao
surgimento de novas terapéuticas como devido ao seus efeitos téxicos (como febre,
calafrios, hipotensdo e arritmias), uma vez que esta ndo apresenta especificidade para

as células tumorais (31).

1.3.4.11L-2

A glicoproteina IL-2 foi uma das primeiras imunoterapias a ser indicada para o
melanoma metastatico, tendo sido aprovada pela FDA em 1998 e pela EMA em 2002
para a referida indicacdo. Esta citocina, naturalmente produzida pelas células T, vai
promover a proliferacdo das mesmas, gerando uma maior resposta imune contra as
células cancerigenas (63).

Esta é usualmente administrada em altas doses e pode ser aplicada diretamente
na lesdo, de modo a reduzir os efeitos toxicos sistémicos e a aumentar a eficacia

terapéutica (63,64).

12
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1.3.4.2 IFN-a

O IFN-a é uma proteina que demonstrou ter efeitos antiangiogénicos,
antiproliferativos e pré-apoptéticos, sendo por isso utilizada como terapéutica em
varios tumores malignos. Esta proteina aumenta a resposta das células dendriticas ao
tumor (65).

Este foi aprovado pela FDA em 1995 e pela EMA em 2000 para o tratamento do
melanoma maligno, representando uma terapéutica adjuvante apds a cirurgia para

pacientes de alto risco (65—67).

1.3.5 Terapia viral oncolitica

Os virus oncoliticos sdo uma terapia em ascensdo na area da Oncologia. Através
da manipulagdo genética, estes virus podem ter uma agdao antitumoral, tendo a
vantagem de levarem a uma especificidade do sistema imunitdrio para atuar nas células

tumorais, evitando danos nas células saudaveis (68).

1.3.5.1 T-VEC

O Talimogene laherparepvec (T-VEC) é um virus derivado do virus Herpes simplex
gue é administrado diretamente na lesdo. Aprovado pela EMA e pela FDA em 2015, este
virus replica-se especificamente nas células tumorais, levando a morte celular através
da lise celular causada pela replicacdo viral, da ativacdo de vias apoptdticas, e da
promocdo da a¢do do sistema imunitario (69-72).

Atualmente esta a ser estudado como adjuvante da terapia anti PD-1, sendo que
parece aumentar a eficidcia desta terapéutica através da alteracdo do microambiente

tumoral (73).

13
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1.4 Resisténcias a terapéutica no melanoma

O desenvolvimento e a aprovacdo de novas terapéuticas para o melanoma
metastdatico constituiram um importante marco para a otimizacao da sobrevivéncia
global, contudo os efeitos adversos e o desenvolvimento de resisténcias associadas a
estas terapéuticas continua a ser uma preocupacao (74,75).

A resisténcia pode ser intrinseca, ou seja, ja existente antes do inicio da
terapéutica, ou adquirida, quando esta ocorre durante ou apds a finalizacdo da
terapéutica, sendo que inicialmente a neoplasia era sensivel a mesma — a diferenca
entre estas ndao é muito precisa, uma vez que o0 mesmo evento pode ocorrer em
diferentes fases da terapéutica (76). Esta pode ser originada por acontecimentos

mutacionais ou ndo-mutacionais, assim como altera¢cdes do microambiente envolvente

do tumor (74,75) (Figura 1.5).
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Figura 1.5 — Mecanismos de resisténcia no melanoma. Figura retirada e adaptada de (18).
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Uma das resisténcias adquiridas mais comuns a terapéutica para o melanoma
metastdatico é a reativagdo da via MAPK, que leva a falha das terapéuticas dirigidas a
pequenas moléculas (inibidores BRAF e inibidores MEK). Através de uma sobreativacdo
da ERK, contornando a inibi¢ao de proteinas da via por os farmacos ja referidos, continua
a existir proliferagao e consequente sobrevivéncia das células tumorais. Esta reativagao
esta presente em cerca de 80% dos tumores resistentes a terapéuticas dirigidas a
pequenas moléculas, o que reforca o papel proeminente desta via neste tipo de células
e ainda a envolvéncia desta na resisténcia a terapéutica, para além de sugerir que ha
uma rdpida adaptacdo celular a inibicdo destas proteinas (76,77).

Outra via metabdlica igualmente associada ao desenvolvimento de resisténcia a
terapéutica é a via PI3K-mTOR. Pensa-se que a sobreativacdo desta deve-se mutacoes
na fosfatase homologa a tensina (PTEN), que leva a uma reducdo da funcao da mesma,

e consequente falha na inibi¢cdo da via PI3K-mTOR (76).
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1.4.1 TRIB2

A Tribbles 2 (TRIB2) é uma proteina pseudo-quinase pertencente a familia dos
Tribbles. Esta familia engloba trés homadlogos (TRIB1, TRIB2 e TRIB3) e todos eles contém
um dominio pseudo-quinase, sem atividade catalitica, funcionando entdo como
adaptadores (78). Esta desempenha um importante papel na regulacdo e
desenvolvimento de processos fisiolégicos celulares, como a inflamagdo e a
diferenciacdo celular, estando também associada a disturbios metabdlicos, doencas
cardiacas e varios tipos de cancro, nomeadamente cancro do pulmdo, do figado,
leucemias e melanoma (79,80).

A TRIB2 encontra-se intimamente relacionada com o melanoma, encontrando-
se sobre expresso neste tipo de cancro, comparativamente a pele saudavel (81). Esta foi
sugerida como um vantajoso biomarcador para a progressao do melanoma, uma vez
gue a sua expressao aumenta a medida que a neoplasia se desenvolve (82). Além disso,
o mesmo estudo sugere o gene TRIB2 como biomarcador da resposta a quimioterapia
(Dacarbazina, taxanos, andlogos da Platina), uma vez que, na obtenc¢do de uma resposta
completa a quimioterapia, a expressdo deste se encontra mais reduzida,
comparativamente a quando ndo ha resposta ha terapéutica (82). A identificacdo de
TRIB2 como biomarcador nestas duas situacdes traz uma grande vantagem para a
otimizacdo da terapéutica.

A TRIB2 facilita a sobrevivéncia e crescimento das células tumorais, causando
assim resisténcia a terapéutica (81,83). O mecanismo proposto para este efeito é a
repressao das proteinas Forkhead box O (FOXO), fatores de transcricdo considerados
supressores tumorais, que se encontram envolvidos na regulacdo de varios genes que
intervém na proliferacdo, sobrevivéncia, metabolismo e resposta ao stress das células
(83,84). Este processo ocorre na presenca de elevados niveis de TRIB2, em que esta se
une a AKT, ativando-a, provocando posteriormente a inibicdo de FOXO e também de

p53 (Figura 1.6), uma proteina conhecida pelo seu papel como supressor tumoral (81).
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Figura 1.6 — Representa¢dao esquematica do mecanismo de resisténcia no melanoma a terapéutica

mediada pela TRIB2. Figura retirada e adaptada de (81).

Ha evidéncia de que a elevada expressdo de TRIB2 encontra-se relacionada com
a sensibilidade a terapéuticas anticancerigenas. Assim, uma vez identificada como
potenciadora da resisténcia a terapéuticas (tanto quimioterapia como terapéuticas
dirigidas a pequenas moléculas), surge o interesse da reducdo dos niveis da TRIB2, com

a finalidade de promover uma maior eficacia das terapéuticas (85,86).
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1.5 Antidiabéticos orais no melanoma

Varios tém sido os farmacos utilizados na procura de novas estratégias para o
tratamento do melanoma através do reposicionamento de farmacos — processo que
consiste na procura de novas utilizacbes para farmacos ja aprovados em certa(s)
patologia(s) (87). Este apresenta vdrias vantagens comparativamente a descoberta de
novos farmacos, nomeadamente a existéncia de dados prévios relativos aos
mecanismos de acdo e a seguranca dos mesmos, o que reduz o tempo decorrente até
aos ensaios clinicos e, assim, os custos associados (88).

De entre os varios farmacos considerados no reposicionamento para a
terapéutica ou diminuicdo da resisténcia a terapéutica, surgem os antidiabéticos orais,

como a metformina e as tiazolidinedionas.

1.5.1 Tiazolidinedionas

As tiazolidinedionas (TZDs) sdo farmacos sintéticos, desenvolvidos na década de
90 para o tratamento da Diabetes mellitus tipo 2, doenca metabdlica caracterizada pela
resisténcia a insulina (89). Esta classe engloba quatro farmacos: a Ciglitazona, a
Troglitazona, a Rosiglitazona e a Pioglitazona. Atualmente, apenas a Pioglitazona é
aprovada pela EMA e pela FDA, e a Rosiglitazona aprovada unicamente pela FDA (90—
92). A Ciglitazona nunca foi usada clinicamente e a Troglitazona, embora tenha sido a
primeira TZD a ser aprovada pela FDA, foi retirada no ano 2000 devido a
hepatotoxicidade (89,93,94).

Estes farmacos tém como principal alvo terapéutico o recetor ativado de
proliferadores de peroxissoma gama (PPARy), sendo agonistas do mesmo. O PPARy é
um fator de transcricdo envolvido na regulacdo da diferenciacdo de adipdcitos,
metabolismo energético e sensibilidade dos tecidos a insulina (95).

Através da reducdo dos niveis de glicose no sangue (em jejum) para niveis
normais e do aumento da sensibilizacdo a insulina, as TZDs conseguem controlar a
hiperglicemia nos pacientes com Diabetes mellitus tipo 2 (89,95,96). Estes farmacos

preservam ainda a funcao das células B, reduzindo a progressao para a necessidade de
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insulina (97), e diminuem a excrecdo renal de proteinas, evitando a progressdo da
nefropatia diabética (98).

Para além do seu potencial como farmacos antidiabéticos, estudos demonstram
que tanto a Rosiglitazona como a Pioglitazona sdo potenciais agentes anticancerigenos
(99). Em linhas celulares de melanoma a Rosiglitazona demonstrou efeitos anti
tumorais, nomeadamente efeitos anti proliferativos (100-106), indugdo da apoptose
(103,106) e paragem do ciclo celular (104). A Pioglitazona demonstrou também efeito
anti proliferativos e indugdo da apoptose em linhas celulares de melanoma (103,106).

No entanto, recentemente um estudo apresenta resultados contrarios,
evidenciando que as TZDs ndo tém efeitos anti-proliferativos, mas sim favorecem a
proliferacdo celular tumoral (107). Nesse mesmo estudo, publicado em 2018, realizado
em varias linhas celulares de melanoma, a Rosiglitazona favorece a formacado do tumor,
pondo em causa o seu potencial anticancerigeno, limitando o seu potencial terapéutico
(107).

Relativamente a ensaios clinicos, uma meta-analise realizada com dados de
guatro ensaios clinicos randomizados e doze estudos observacionais determinou que o
uso de TZDs estd associado a uma diminuicdo significativa do risco do cancro do pulmao,
colorretal e da mama (108), e um estudo sugere que a quimioterapia conjunta com
inibidores da ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e TZDs poderd levar a remissdo tumoral e assim
ao sucesso terapéutico (109). Por outro lado, um estudo retrospetivo, em doentes
diabéticos tipo 2, tratados cronicamente com TZDs, associou o uso de Pioglitazona a um
risco aumentado de desenvolver cancro da bexiga (110), e um outro associou o uso de
TZDs a um risco aumentado de desenvolver linfoma ndo-Hodgkin (111). No entanto, um
estudo demonstrou que doentes com Diabetes mellitus tipo 2 expostos a Pioglitazona
por um longo periodo de tempo ndo apresentavam um risco acrescido de desenvolver

melanoma (112).
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1.5.1.1 Mecanismo de ac¢ao das tiazolidinedionas

PPARYy, principal alvo da acdo das TZDs, pertence a familia dos PPARs, que por

sua vez faz parte da superfamilia de recetores nucleares (113,114). A familia dos PPARs

é composta por trés isoformas: o PPARa, PPARy, o e o PPARS (também conhecido como

PPARB). Estes trés PPARs, para além de estarem distribuidos por diferentes tecidos,

possuem diferentes sitios de ligacdo para os seus ligandos e estdo envolvidos em

diferentes funcbes fisiologicas (Tabela 1.2), embora estas normalmente sejam

complementares (115).

Tabela 1.2 — As trés isoformas do PPAR: respetivas distribuicoes no organismo e fung¢des. Informagao
retirada e adaptada de (114).

Distribuicao Fungdes
Figado
Tecido adiposo Catabolismo lipidico
castanho Controlo da inflamacgao
PPARa
Musculo esquelético e Diferenciacao e proliferacao de queratindcitos
cardiaco, rins e Cicatrizacao de feridas na pele
enterdcitos
Tecido adiposo Anabolismo lipidico (armazenamento)
Macréfagos Diferenciacao de adipécitos
PPARy | Codlon, bago, retina, Controlo da inflamagdo
células Maturacdao dos macréfagos
hematopoiéticas Alvo molecular das TZDs
Transporte reverso do colesterol
Proliferacao celular e apoptose
PPARS Todos os tecidos
Mielinizacdo
Diferenciacao de adipécitos
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Existem 2 isoformas de PPARy: o PPAR-y1, que é encontrado em varios tecidos;
o PPAR-y2, expresso principalmente no tecido adiposo (116,117). Apesar da presenca
do PPARy em varios tecidos, é muito provavel que o tecido adiposo seja o principal local
de agdo pelas TZDs (118-120). Para exercer a sua agao, a TZD entra na célula e liga-se
ao seu alvo, PPARy. Apds esta ligacdo, o PPARy heterodimiza com o recetor retinoide X
(RXR), possibilitando o reconhecimento dos elementos de resposta do proliferador do
peroxissoma (PPRE), na regido promotora dos genes alvo, por este complexo — esta
alteracdo conformacional vai ainda recrutar cofatores e coativadores que irdo
influenciar os genes transcritos (114). Os PPRE encontram-se em regides reguladoras
dos genes que controlam a proliferacao, diferenciacdo, apoptose e angiogénese, e ainda
genes envolvidos no metabolismo lipidico (121-123). Esta acdo promove assim a
expressao de genes que codificam proteinas que contribuem para a sensibilizacdo a

insulina (Figura 1.7) (124).

Citoplasma

Ligandos do PPAR —

Diferenciacao
Proliferagéo

Resposta inflamatéria
Metabolismo lipidico

Figura 1.7 — Representacdo esquematica do funcionamento dos PPARs. Figura adaptada de (105).

Assim, através deste mecanismo, as TZDs diminuem a resisténcia dos tecidos a
insulina por meio da captacdo da glucose pelos adipdcitos e da diminuicdo dos niveis
séricos de acidos gordos (118,124).

O mecanismo de acdo anticancerigena podera passar pela ativagdo do PPARy,
sendo que esta influenciara varias vias de sinalizacdo envolvidas na carcinogénese, tal

como demonstra a Figura 1.8 (125).
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Figura 1.8 — Representacao esquematica dos efeitos das TZDs em varias vias de

sinalizacgdo. Figura retirada e adaptada de (125).
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2. Hipoteses e Objetivos

Dados ainda ndo publicados, recentemente obtidos através da base de dados
GEO Profiles por investigadores do laboratdrio Cell Signaling do Centro de Investigagao
em Biomedicina (CBMR) da Universidade do Algarve, a responsabilidade do Professor
Doutor Wolfgang Link, demonstram que a expressao de TRIB2 encontra-se aumentada
em tecido adiposo branco, quando comparado com tecido adiposo castanho. Verificou-
se também que a expressdo de TRIB2 em tecido adiposo branco esta aumentada em
individuos obesos, e diminui mediante a administracdao de TZDs, em tecido adiposo
branco de ratinhos.

Assim, tendo em conta esta informacao preliminar, a formulacdo das hipéteses
desta dissertacdo teve por base trés pontos principais: os agonistas do PPARy,
nomeadamente as TZDs, parecem reduzir o crescimento de células de melanoma; o
TRIB2 é um oncogene e a sua sobre expressdao esta relacionada com a resisténcia a
terapéutica anticancerigena; a expressao de TRIB2 encontra-se diminuida em adipécitos
brancos apds tratamento com TZDs.

Estas informacgdes permitiram a formulacdo de duas hipdteses:

1) As TZDs poderdo levar a uma diminuicdo da expressao da TRIB2 nas células de
melanoma;
2) A potencial reducdo dos niveis de TRIB2 pelas TZDs podera estar envolvida no

seu mecanismo de agdo anticancerigena.

Tendo em conta as hipoteses estabelecidas, esta dissertacdo tem como objetivo
avaliar a acdo das Tiazolidinedionas nos niveis de expressao de TRIB2 nas células de
melanoma UACC-62, assim como na proliferacdo das mesmas. Além disso, visa alcancar
uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos no modo de agdo
da Rosiglitazona e da Pioglitazona, bem como perceber qual o papel de TRIB2 no

tratamento com TZDs.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Linha celular e condic¢oes de cultura

A linha celular UACC-62 (University of Arizona Cell Culture-62), células derivadas
de melanoma maligno humano (Homo sapiens), foi cedida pela Professora Doutora
Bibiana Ferreira, investigadora do Centro de Investigagdo em Biomedicina da
Universidade do Algarve. As células foram mantidas em Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM), juntamente com 10% de soro fetal de bovino (FBS) e 1% de Penicilina-
Streptomicina e incubadas numa atmosfera com 5% de CO2 a uma temperatura de 37°C.
Estas células apresentam variadas mutacdes (126), sendo as mais estudadas uma
mutagdao no BRAF (c. 1799T>A) (32,127,128) e uma no PTEN (c. 741_742insA) (128).

Além das células parentais, foram utilizados dois clones independentes de
células UACC-62 TRIB2 knock-out (KO), obtidos através da técnica CRISPR (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats)(129). Esta técnica consiste numa
pequena sequéncia de RNA, produzida propositadamente para reconhecer uma
sequéncia especifica de DNA, que se liga a uma Cas (CRISPR associated protein). Esta
ligacdao permitira a Cas cortar a sequéncia de DNA reconhecida, possibilitando a edicao
da mesma (130) — neste caso especifico, esta alteracdo permitird que ndo haja a
traducdo para a proteina TRIB2 nestas células, confirmado através de Western blot em
ambos os clones.

Além da linha celular de melanoma, utilizou-se a linha celular PANC-1. Estas
células sdo derivadas de cancro do pancreas humano (Homo sapiens), e foram mantidas
em iguais condig¢des a linha celular UACC-62.

Para a manutencao das culturas celulares, mudava-se o meio da cultura de 48h
em 48h ou de 72h em 72h, conforme a observacdo ao microscépio da confluéncia
celular. Todos os processos de manuseamento celular foram realizados numa camara
de fluxo laminar de classe I, sendo que o material utilizado foi previamente limpo com

alcool a 70% e passado por radiacdo UV, dentro da cdmara, durante dez minutos.
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A partir de uma cultura celular numa placa de Petri de 10cm (p100),
primeiramente aspirou-se o meio antigo, passando-se de seguida a duas lavagens com
3mL de tampado fosfato salino (PBS), de forma a eliminar sobras de meio de cultura e
residuos celulares —durante as lavagens, inclinou-se e rodou-se a placa de Petri de forma
a lavagem ser mais eficaz, passando por todas as zonas da placa. Uma vez realizadas as
lavagens com PBS e aspirado o mesmo, adicionou-se 0,5mL de tripsina, cuja func¢do é
desagregar as células da superficie da placa. Da mesma forma que as lavagens com PBS,
inclinou-se e rodou-se a placa, de forma a garantir que a tripsina passava por toda a
placa. Apds 30 segundos de incubacdo e verificar-se que existia arrasto (isto é, que ja
nao havia adesdo das células a superficie da placa), adicionou-se DMEM e ressuspendeu-
se junto a placa com auxilio de uma pipeta, para evitar a formacdo de agregados
celulares que pudessem induzir em erro a contagem celular. De seguida, retirou-se toda
a suspensao para um tubo de Falcon.

Para a realizacdo da contagem celular, agitou-se ligeiramente o tubo de Falcon
com a suspensao celular e retirou-se 10l desta para um tubo Eppendorf. A estes 10uL
eram adicionados 10uL de azul de tripano (substancia usada para diferenciar as células
do meio e das células mortas, tornando mais facil a sua observacao e contagem),
procedendo-se a uma mistura com a pipeta. Da mistura, retirou-se 10uL para uma
camara de Neubauer, sendo esta posteriormente observada ao microscépio de forma a
realizar a contagem celular em quadrados de 1mm?.

Utilizou-se a seguinte férmula para calcular a quantidade de células por mL:

Média do nimero de células por quadrado X 10000 X fator de diluicio (2)

= Numero de células por mL
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3.2 Tratamentos

Através de um stock de Rosiglitazona (10mM em sulféxido de dimetilo (DMSO),
Cayman®) obteve-se diferentes concentragbes —[0,1; 1; 10; 50] uM, diluindo o stock em
DMEM, e contendo todas elas 0,5% de DMSO. Para a obtencdo dos tratamentos de
Pioglitazona ([10; 50]uM), realizou-se 0 mesmo processo, usando um stock de 10mM
em DMSO (Cayman®).

Relativamente ao ensaio por 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT),
houve experiéncias com diferentes tempos de incubagao, nomeadamente 24h, 48h, 72h
ou 72h+24h. Todos os tratamentos utilizados foram realizados em triplicado, isto é, trés
pocos de uma mesma placa continham o mesmo tratamento. As células de controlo
foram tratadas unicamente com DMSO (0,5%, cujo veiculo é DMEM) e incubadas

durante os respetivos periodos.

3.3 Ensaio MTT

Para a avaliacdo da proliferacdo através de ensaios MTT, as células foram
cultivadas em placas de 96 poc¢os, numa densidade de 3000 células/pogo. O MTT é um
ensaio colorimétrico que se baseia na capacidade das células conseguirem converter o
MTT em formazan, um produto de cor roxa, cuja absorvancia maxima é préxima dos
570nm, através de uma reacdo com NADH ou moléculas redutoras semelhantes, que
transferem eletrdes parao MTT (131,132). Assim, este ensaio mede a viabilidade celular,
uma vez que so as células vivas conseguem converter o MTT em formazan. Este processo
realizou-se quando completado o tempo definido para a incubacgdo de cada placa (24h,
48h, 72h ou 72h+24h de tratamento).

A cada placa retirou-se o meio das células e adicionou-se o mesmo volume
(100uL) de solugdo de MTT (0,5mg/mL em DMEM, VWR®) aos pocos, sendo a placa
posteriormente incubada durante 3h a 372C (5% CO;). Apds a incubagao de 3h, o meio
foi eliminado e adicionou-se 100uL de DMSO a cada pogo, para dissolver o formazan,
sendo as placas agitadas a temperatura ambiente durante 5 minutos. Os valores da
densidade dtica das células foram obtidos a dois comprimentos de onda diferentes

(560nm e 750nm) por espetrofotometria, através do aparelho GloMax®-Multi Detection
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System, e calculadas subtraindo os valores obtidos a 750nm aos valores obtidos a
560nm, de forma a eliminar interferéncias que algo que nado seja do interesse de andlise
possa ter. Em cada placa foram colocados trés pogos sem células, mas submetidos a
todo o procedimento anteriormente descrito. Os valores obtidos para estes trés pogos

foram utilizados para a normaliza¢do dos valores obtidos para as células.

3.4 Extracao e quantificacao de extratos proteicos

Para a extragdo proteica, foram utilizadas células cultivadas em placas de 6cm
(p60), numa densidade de 500000 células/placa, 24h antes do tratamento. No dia
seguinte, retirou-se o meio de cada placa e adicionou-se novo meio, ja com farmaco —a
gama de concentracdes de Rosiglitazona utilizada foi igual a gama de concentracdes
utilizada no ensaio MTT (0,1 a 50uM), enquanto a Pioglitazona foi utilizada apenas na
concentracao de 10uM. De modo a obter os lisados celulares, apds 24h de tratamento,
retirou-se as placas da incubadora e colocou-se as mesmas em gelo. Eliminou-se o meio,
fez-se duas lavagens com PBS frio, eliminou-se o mesmo e acrescentou-se 1mL de PBS a
cada placa. Por fim, procedeu-se a raspagem das placas com um raspador de células a
frio (sem levanta-las do gelo) e recolheu-se o obtido para tubos de 1,5mL previamente
rotulados, os quais foram mantidos em gelo. Estes tubos foram posteriormente
centrifugados a 10000 rpm, a 4°C, durante cinco minutos. Apds a centrifugacao, colocou-
se os tubos em gelo e, com o auxilio de uma micropipeta, eliminou-se o sobrenadante.

Ao pellet obtido adicionou-se 75uL de tampao de lise celular (CST) (Tabela 3.1)
suplementado com o inibidor de fosfatases caliculina A (10nM) e PIC (cocktail inibidor
de proteases) (Sigma®), para lisar as células. Os microtubos foram agitados com recurso
ao vortex durante 5 segundos, de 5 em 5 minutos, perfazendo um total aproximado de
20 minutos, sendo mantidos em gelo nos intervalos. Posteriormente foram
centrifugados por 15 minutos, a 42C e a 15000 rpm. O sobrenadante foi recolhido para

um novo microtubo e usou-se o ensaio de Bradford para a quantificacdo da proteina.
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Tabela 2.1 - Constituicdo para 10mL de 1x CST buffer.

Componente Quantidade
Agua fria 7 mL
1M Tris pH 200 plL

7,5
5M NacCl 300 pL
5% Triton X- 2mL
100
1M NaF 500 pL
0,5M EDTA 20 uL
0,5M EGTA 20 pL
1M b-g-p 20 pL
100mM 100 pL
ovo4

O ensaio de Bradford é um ensaio rapido e preciso usado para a quantificacdo
proteica. Este consiste na ligacdo da forma mais anidnica do corante Coomassie Blue as
proteinas — assim, a quantidade de proteina pode ser estimada a partir da quantidade
de corante ligado as proteinas, ja que a solucdo obtém uma cor proporcional que pode
ser quantificada através de um espetrofotometro (133).

Para andlise através do ensaio de Bradford, diluiu-se as amostras (1:10), com
agua destilada, em novos tubos de 1,5mL previamente rotulados. Preparou-se um
branco (2pL de tampdo CST com 18ulL de agua destilada) e também seis padrdes de
albumina de soro bovino (BSA), com as seguintes concentracdes: [0,15; 0,3; 0,6; 0,8; 1;
2]ug/uL. Numa placa de 96 pocos, colocou-se 5uL de cada solugdo em cada pocgo,
adicionando-se posteriormente 250uL do reagente de Bradford e procedeu-se a
medicdo da absorvancia, a 595nm. A estes resultados foi aplicada a Lei de Lambert-Beer
(uma vez que os padroes de BSA tinham concentracdes conhecidas), de forma a

extrapolar as concentragGes proteicas das amostras.
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3.5 Eletroforese em gel de acrilamida e Western blot

Western blot é uma técnica comumente utilizada para identificar proteinas de
interesse num determinado extrato proteico celular. Esta consiste em trés principais
etapas: 1) separacdo das proteinas por tamanho; 2) transferéncia das proteinas para um
suporte solido; 3) marcacdo da proteina de interesse utilizando um anticorpo primario
e, posteriormente, um anticorpo secundario (134). Assim, para a realizacdo desta
técnica, é necessaria a realizacdo de uma eletroforese.

Os géis para a realizagdo da eletroforese foram preparados de acordo com um
protocolo estabelecido em laboratdrio, estando as suas composi¢cdes descritas na
Tabela 3.2. Primeiramente preparou-se o running gel (onde correm as amostras,
durante a eletroforese) e seguidamente o stacking gel (onde sdo carregadas as

amostras).

Tabela 3.2 - Composi¢do para um running gel e um stacking gel.

Running gel (10%)

Componente Quantidade
1M Tris pH=8,8 3mL
Acrilamida 40% 2mL

Agua Mili-Q 2,9 mL

SDS 10% 80 pL

APS 25% 32 uL

TEMED 12 plL
Stacking gel

Componente Quantidade
1M Tris pH 6,8 312,5 uL
Acrilamida 40% 312,5 L

Agua Mili-Q 1,85 mL

SDS 10% 25 pL
APS 25% 12,5 pL
TEMED 7,5 uL
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E de referir que a tetrametiletilenodiamina (TEMED) deverd ser o Uultimo
componente da formula a adicionar, uma vez que, em conjunto com o APS (persulfato
de amodnia), sdo os catalisadores da polimerizacdo do gel. Apds a adicdo do TEMED,
agitou-se as misturas e as mesmas foram colocadas em moldes de vidro, em suportes
da Bio-Rad, durante aproximadamente meia hora — sendo que, de modo a criar os pocos
para carregar as amostras, apos coloca¢dao da solugao para formar o stacking gel no
molde, colocou-se um pente de 1,5mm sobre esta. Apds a solidificacdo dos géis,
procedeu-se a montagem do equipamento necessario a eletroforese, enchendo a tina
com running buffer (Tabela 3.3) até ao topo. Das amostras quantificadas anteriormente
pelo ensaio de Bradford, 50ug de cada foi carregada em gel —antes de serem carregadas,
foi adicionado tampdo Laemmli a cada uma, os seus volumes igualados com agua e
posteriormente desnaturadas a 100°C durante 10 minutos. Iniciou-se a eletroforese a
75V, durante aproximadamente 20 minutos, permitindo que as amostras passassem
para o running gel, passando seguidamente para uma voltagem de 150V durante

aproximadamente 1 hora.

Tabela 3.3 — Composi¢do de 1L de Running Buffer.

Componente Quantidade
Tris 303 g
Glicerina 188 g
SDS 10g

Terminada a eletroforese, procedeu-se a transferéncia das proteinas do gel para
membranas de nitrocelulose, com a finalidade de ter as proteinas num suporte fisico
gue permitisse a sua visualizagdo. Para tal, utilizou-se o método “sandwich”,
representado na Figura 3.1. A tina foi preenchida com transfer buffer (Tabela 3.4) e uma
placa de gelo, sendo ainda colocado gelo ao seu redor, para manter uma baixa
temperatura durante a transferéncia. A transferéncia dos extratos proteicos para as

membranas realizou-se a 75V durante aproximadamente 1 hora e 30 minutos.

30



O Potencial Papel da TRIB2 no Tratamento do Melanoma com Tiazolidinedionas

I

Esponja

Papéis de filtro Whatman

[ | Membrana

. je

Papéis de filtro Whatman

Esponja
. —

Figura 3.1 — Esquematizagao do método "sandwich".

Tabela 3.4 — Composicdo de 1L de Transfer Buffer.

Componente Quantidade
Tris 72,78
Glicerina 36,6 g

Terminada a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com 5% de leite
magro em po, dissolvido em tampao salino tween-20 1% (TBS-T) (Tabela 3.5) (sendo
que o “T” vem de tween, agente emulsivo), durante um minimo de 1h a temperatura
ambiente, em agitacdo lenta. Seguidamente foram incubadas com o anticorpo primario
(que nos permite identificar a proteina de interesse), diluido em TBS-T, durante a noite
a 49C. No dia seguinte lavou-se as membranas quatro vezes (7 minutos cada lavagem)
com TBS-T, passando estas a incubacdo com o anticorpo secundario, durante um
minimo de 1h, a temperatura ambiente e em agitacao lenta. Os anticorpos utilizados e

respetivas diluicGes encontram-se na Tabela 3.6.
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Tabela 3.5 — Composicao de 8L de TBS-T.

Componente Quantidade
Agua 5L
Base Tris 1,936¢g
NacCl 1,400 g
HCI gb até pH=7,5
Agua Até perfazer 7,840L
Tween 160 mL

Tabela 3.6 — Lista de anticorpos primarios e secundarios utilizados neste estudo.

Anticorpos primarios

Anticorpo Diluicao Origem Referéncia Fornecedor
Cell Signaling
P-AKT (ser473) 1:1000 Coelho CST 4060
Technology
Santa Cruz
P-AKT (ser473) 1:500 Coelho Sc-7985
Biotechnology
Cell Signaling
AKT total 1:1000 Coelho CST 9272
Technology
P-ERK Cell Signaling
1:1000 Coelho CST 4370
(thr202/tyr204) Technology
Santa Cruz
P-ERK 1:300 Rato Sc-7383
Biotechnology
Santa Cruz
ERK total 1:300 Coelho sc-94
Biotechnology
Santa Cruz
GAPDH 1:5000 Coelho sc-25778
Biotechnology
Cell Signaling
PPARy 1:1000 Coelho CST 2443
Technology
Cell Signaling
TRIB2 1:1000 Coelho CST 4370
Technology
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Santa Cruz
p70S6K (Thr389) 1:500 Cabra sc-11759

Biotechnology

p70S6K total (C- Santa Cruz

1:500 Coelho sc-230
18) Biotechnology
Anticorpos secundarios

Anticorpo Diluigao Origem Referéncia Fornecedor
Anti-cabra 1:10000 Coelho NA46 GE Healthcare
Anti-coelho 1:10000 Burro NA934 GE Healthcare
Anti-rato 1:10000 Ovelha NA931 GE Healthcare

Por fim, apds quatro lavagens de 7 minutos com TBS-T, as membranas foram

reveladas com ECL (do inglés enhanced chemiluminescent) (Tabela 3.7), sendo

incubadas durante 5 minutos, em agitacao, nesta solu¢do. As imagens das bandas foram

obtidas no ChemiDoc™ XRS+ System, BioRad.

Tabela 3.7 — Composigao do ECL.

Solugao 1
Componente Quantidade
250 mM luminol 200 pL
90mM acido P-Cumarico 88 uL
1 M Tris pH=8,5 2 mL
Agua 17,7 mL
Solugao 2
Componente Quantidade
30% H:0: 12 uL
1M Tris pH=8,5 2mL
Agua 18 mL
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3.6 Analise estatistica

Para realizar a andlise estatistica dos dados obtidos foi usado o unpaired t test,
através do programa GraphPad Prism, versdao 6.01. Os resultados com *P<0,05 e

**P<0,01 foram considerados significativos.
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4. Resultados

4.1 Analise da expressio de TRIB2 em resposta a

tratamentos com TZDs

Os ensaios realizados por Western blot foram realizados com o fim de atingir o
principal objetivo deste trabalho: avaliar a expressao de TRIB2 em células de melanoma
tratadas com Rosiglitazona (Rosi) ou Pioglitazona (Pio). Para tal, usaram-se células KO
#31 como controlo negativo, uma vez que ndo expressam a proteina em analise (Figura
4.1). Utilizou-se ainda o extrato proteico de células tratadas unicamente com DMSO
(veiculo) de modo a poder comparar-se o extrato proteico de células tratadas com
farmacos a estas, apds a incubacdo de 24 horas. O anticorpo especifico para a detecao
do gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi usado como controlo da
guantidade proteica carregada nos géis para Western blotting, uma vez que este gene é
bastante estavel e expresso de forma constitutiva.

Numa primeira exposi¢ao verificou-se apenas a existéncia de leves bandas,
correspondentes as células wild-type (WT) tratadas com farmaco (Figura 4.1). Procedeu-
se entdo a uma exposicdo mais prolongada em que se pdde verificar claramente a
presenca de TRIB2 nas células WT, aparentando uma maior expressdao nas células
tratadas com Rosiglitazona ou Pioglitazona comparativamente as células nao tratadas
(controlo, DMSO) (Figura 4.1). As células KO, como expectdvel, ndo apresentaram

bandas referentes a TRIB2 (Figura 4.1).

35



O Potencial Papel da TRIB2 no Tratamento do Melanoma com Tiazolidinedionas

WT KO #31

10uM
DMSO Rosi Pio DMSO

TRIB2 — Baixa exposi¢ao

e — — TRIB2 — Alta exposigdo

AR SR S e GAPDH

Figura 4.1 — Efeito da Rosiglitazona e Pioglitazona na expressdo de TRIB2 em
células de melanoma UACC-62. Células de melanoma UACC-62 WT foram tratadas
com DMSO, Rosiglitazona ou Pioglitazona, sendo posteriormente analisadas por

Western blot utilizando um anticorpo que reconhece seletivamente TRIB2.

Além da analise da expressao de TRIB2 em células tratadas com Rosiglitazona e
células tratadas com Pioglitazona, procedeu-se a andlise da expressdo de TRIB2 em
células WT tratadas com uma concentrac¢do crescente de Rosiglitazona, na ordem dos
MM (Figura 4.2). Comparando com as células tratadas unicamente com DMSO (controlo),
verifica-se um ligeiro aumento da expressao de TRIB2 nas células tratadas com 1uM e
um aumento mais acentuado nas células tratadas com Rosiglitazona a 10uM. Porém,
esse aumento crescente da expressdo de TRIB2 consoante o aumento da concentragao
de Rosiglitazona ndo se verifica nas células tratadas com Rosiglitazona a 50uM (Figura

4.2).
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WT

01 1 10 50 MM
By e Sl S g TRIB2

T e WY Swee e GAPDH

Figura 4.2 — Efeito de concentragdes crescentes de Rosiglitazona
na expressao de TRIB2 em células de melanoma UACC-62. Células
de melanoma UACC-62 WT foram tratadas com DMSO e
concentragdes crescentes de Rosiglitazona, sendo posteriormente
analisadas por Western blot utilizando um anticorpo que

reconhece seletivamente TRIB2.

4.2 Andlise da expressao de proteinas das vias de

sinalizagao MAPK e PI3K em resposta a tratamentos com TZDs

A TRIB2 liga-se a AKT, ativando-a, e desencadeando a sua via de sinalizacdo (81).
De forma a verificar a expressao de AKT e ativacdo da via, nas células de melanoma
UACC-62, realizou-se ensaios por Western blot, utilizando um anticorpo especifico para
a detecdo de P-AKT e um anticorpo especifico para a dete¢do do AKT total (fosforilada
na Serina 473 e ndo fosforilado, respetivamente).

Realizou-se dois ensaios com células parentais (WT) e células KO #31. Estas foram
tratadas com 10uM de Rosiglitazona e Pioglitazona, e com DMSO (0,5%), durante 24h.
No primeiro ensaio verificou-se um aumento de P-AKT nas células WT, que expressam
TRIB2, comparativamente as células KO #31, que ndo expressam TRIB2 (Figura 4.3). Em
ambos os ensaios parece haver um aumento na fosforilagdo de AKT nas células WT
tratadas com Rosiglitazona a 10uM (Figura 4.3 e Figura 4.4), o qual ndo se observa nas

células TRIB2-KO.
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WT KO #31
10uM 10uM

DMSO Rosi Pio DMSO Rosi Pio
' ““* s e e e g e P-AKT

—— A - Total AKT

S R S e e s GAPDH

Figura 4.3 — Efeito da Rosiglitazona e Pioglitazona na expressao de AKT em células de
melanoma UACC-62 WT e KO#31. Células de melanoma UACC-62 WT e UACC-62 KO
foram tratadas com DMSO, Rosiglitazona ou Pioglitazona, sendo posteriormente
analisadas por Western blot utilizando anticorpos que reconhecem seletivamente P-

AKT e AKT total.

WT KO #3

10uM 10uM
DMSO Rosi DMSO Rosi

e S P-AKT

< - Total AKT

S G AR —
: GAPDH

Figura 4.4 — O efeito da Rosiglitazona na expressao de AKT em
células de melanoma UACC-62 WT e KO#31. Células de
melanoma UACC-62 WT e UACC-62 KO foram tratadas com DMSO
ou Rosiglitazona, sendo posteriormente analisadas por Western
blot utilizando anticorpos que reconhecem seletivamente P-AKT

e AKT total.
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Testou-se ainda concentragdes crescentes de Rosiglitazona nas mesmas células,
de modo a perceber se existia alguma relagdo entre uma maior concentragao de
farmaco e a expressao proteica em analise. Tal como observado anteriormente, hd um
relativo aumento da fosforilagdo do AKT nas células WT comparativamente as células
KO, porém ndo se evidencia uma relacdo consistente entre os niveis de ativacdo da
proteina (P-AKT/AKT total) e as concentragbes crescentes de farmaco testadas — no
entanto, torna-se dificil esta percecdo uma vez que as bandas tém intensidades

diferentes (Figura 4.5).

KO #31
DMSO -‘/_I DMSO‘//_I
0,1 10 50 0.1 10 50 uM
S e I — S . e e -_— P-AKT
-y prec_— . e W @MW e~ Total AKT

W R S T R S e e e GAPDH

Figura 4.5 — Efeito de concentracGes crescentes de Rosiglitazona na expressio de AKT em células UACC-62 WT e
KO#31. Células de melanoma UACC-62 WT foram tratadas com DMSO e concentragdes crescentes de
Rosiglitazona, sendo posteriormente analisadas por Western blot utilizando anticorpos que reconhecem

seletivamente P-AKT e Total AKT.

A ERK é uma proteina pertencente a via de sinalizacao da MAPK, cuja ativacao
leva a um aumento descontrolado da proliferacdo celular, caracteristico das células
cancerigenas (30,31). Analisou-se a expressdo de ERK na mesma linha celular de
melanoma, UACC-62, utilizando anticorpos especificos para a detecdo de P-ERK e de ERK
total. Para tal, realizaram-se duas experiéncias independentes, ambas com células
parentais (WT) e com células KO #31.

Na primeira experiéncia (Figura 4.6), tratou-se as células com 10uM de
Rosiglitazona e Pioglitazona, e com DMSO, durante 24h. Nesta pode observar-se uma
diminuicdo dos niveis de P-ERK nas células tratadas com fdrmacos comparativamente as

células controlo (DMSQO), em ambas células WT e KO. Além disso, parece existir um
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aumento de P-ERK nas células KO ndo tratadas (DMSO) comparativamente as células
parentais (Figura 4.6).
Relativamente aos niveis totais de ERK, ndo se verifica nenhuma alteracdo da

expressao entre células parentais e KO, bem como em células tratadas e nao tratadas

(Figura 4.6).
WT KO #31
10uM 10uM
DMSO Rosi Pio DMSO  Rosi Pio
e gl - — = P-ERK

— - - - - Total ERK

S R R R WSS GAPDH

Figura 4.6 — Efeito da Rosiglitazona e Pioglitazona na expressao de ERK em células de melanoma
UAC-62 WT e KO#31. Células de melanoma UACC-62 WT foram tratadas com DMSO,
Rosiglitazona ou Pioglitazona, sendo posteriormente analisadas por Western blot

utilizando anticorpos que reconhecem seletivamente P-ERK rabbit e Total ERK.

Numa segunda experiéncia testou-se tratamentos de concentragdes crescentes
de Rosiglitazona em células parentais (WT) e KO#31 (Figura 4.7). Os resultados ndo
foram consistentes com os da primeira experiéncia, uma vez que nesta ndo foi
observavel diferencas da expressao de P-ERK entre as células tratadas com farmaco ou
tratadas exclusivamente com DMSO. Também ndo se verificou nenhuma relagdo entre
a expressao de P-ERK e ERK total e os tratamentos de concentragdes crescentes de

Rosiglitazona.
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WT KO #31
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Figura 4.7 — Efeito de concentragbes crescentes de Rosiglitazona na expressio de ERK em células de
melanoma UACC-62 WT e KO#31. Células de melanoma UACC-62 WT foram tratadas com DMSO ou
Rosiglitazona, sendo posteriormente analisadas por Western blot utilizando anticorpos que reconhecem

seletivamente P-ERK mouse e Total ERK.

Investigou-se ainda a expressao de P-p70S6K, uma proteina a jusante na via de
sinalizagdo da AKT (17). Para tal, tratou-se células parentais de melanoma UACC-62 com
concentragdes crescentes de Rosiglitazona e com DMSO, procedendo a extragao
proteica e incubacdo das membranas com anticorpos (Figura 4.8). Como pode verificar-
se, ndo existe nenhuma alteracdo nos niveis de P-p70S6K nem na expressao total de
p70S6K entre células tratadas com farmaco e células tratadas com DMSO, nem entre as

células tratadas com diferentes concentragdes de Rosiglitazona.
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Figura 4.8 — Efeito de concentracdes crescentes de Rosiglitazona na
expressdo de p70S6K em células de melanoma UACC-62 WT. Células de
melanoma UACC-62 WT foram tratadas com DMSO ou Rosiglitazona, sendo
posteriormente analisadas por Western blot utilizando anticorpos que

reconhecem seletivamente P-p70S6K e p70S6K total.
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4.3 Viabilidade celular

Com o objetivo de avaliar a proliferacao celular das células de melanoma UACC-
62 em resposta aos tratamentos com TZDs, nomeadamente a Rosiglitazona e a
Pioglitazona, e de forma a avaliar a possivel influéncia da TRIB2 na viabilidade celular,
incubou-se as células de melanoma com diferentes concentra¢des dos farmacos
referidos, na ordem dos uM. Cada condi¢do foi realizada em triplicado, para cada
experiéncia. A viabilidade celular das mesmas foi avaliada por ensaios MTT, a diferentes
horas de tratamento. Este procedimento foi realizado de igual forma para as células WT

e para os dois clones KO.

4.3.1 Viabilidade das células UACC-62 WT em resposta a

tratamentos com TZDs

Os resultados apresentados na Figura 4.9 representam um conjunto de vdrias
experiéncias independentes (indicado na legenda), sendo que cada uma das condi¢bes
de cada experiéncia foi realizada em triplicado.

Das concentracgdOes testadas neste trabalho, em células parentais (WT) — isto é,
gue expressam TRIB2 — tanto a Rosiglitazona a 0,1uM (Figura 4.9.A) como a
Rosiglitazona a 50uM (Figura 4.9.D), ndo demonstraram alteracdes significativas da
viabilidade celular em comparag¢ao com as células tratadas com o veiculo DMSO, em
qgualquer dos tempos de tratamento (24h, 48h e 72h). A Rosiglitazona a 1uM (Figura
4.9.B) demonstrou uma diminuicdo significativa da viabilidade celular de
aproximadamente 15% as 48h (p=0,0110), porém esse efeito perde-se com o tempo, ja
gue as 72h n3do se observam alteragdes na viabilidade das células. Ja a concentracao de
Rosiglitazona de 10uM (Figura 4.9.C) demonstrou um efeito de ligeiro aumento, mas
significativo, da viabilidade celular de cerca de 7% as 24h (p=0,0028), contrariamente
aos seguintes tempos de tratamento, em que ndo se verificaram alteragdes

significativas.
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Figura 4.9 — Andlise da viabilidade celular de células de melanoma UACC-62 WT tratadas com
Rosiglitazona. A linha de células de melanoma, UACC-62, foi incubada com diferentes concentragdes
de Rosiglitazona na ordem dos uM e a viabilidade da mesma foi avaliada por ensaios MTT, a diferentes
horas de tratamento. As percentagens da viabilidade das células tratadas sdo calculadas tomando os
valores obtidos para as células em DMSO como 100%. A: n=1. B: n=1-2. C: n=2-3. D: n=2-3. *P<0,05 e
**p<0,01 (unpaired t test).
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As células de melanoma UACC-62 foram incubadas com diferentes
concentragdes de Pioglitazona, 10uM (Figura 4.10.A) e 50uM (Figura 4.10.B), e a
viabilidade da mesma foi avaliada por ensaios MTT, a diferentes horas de tratamento.
As 72h verifica-se um aumento significativo de 4% na viabilidade celular das células
tratadas com Pioglitazona 10uM (p=0,0411). Porém, em nenhum dos outros tempos,
quer com Pioglitazona 10uM ou Pioglitazona 50uM, ndo se verifica uma alteragao

significativa da viabilidade celular das UACC-62.
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Figura 4.10 — Analise da viabilidade celular de células de melanoma UACC-62 WT tratadas com
Pioglitazona. A linha de células de melanoma, UACC-62, foi incubada com diferentes concentragdes de
Pioglitazona na ordem dos uM e a viabilidade da mesma foi avaliada por ensaios MTT, a diferentes horas
de tratamento. As percentagens da viabilidade das células tratadas sdo calculadas tomando os valores

obtidos para as células em DMSO como 100%. A: n=2-4. B: n=1-3. *P<0,05 (unpaired t test).
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4.3.2 Viabilidade das células UACC-62 KO-TRIB2 em

resposta a tratamentos com TZDs

De modo a avaliar a influéncia de TRIB2 na viabilidade das células de melanoma
UACC-62 e na viabilidade das células tratadas com Rosiglitazona ou Pioglitazona e com
DMSO, procedeu-se ao ensaio MTT nos dois clones TRIB2-KO: #28 e #31. Para tal, tratou-
se as células com diferentes concentracdes de Rosiglitazona (0,1, 1, 10 e 50 uM) e
diferentes concentragdes de Pioglitazona (10 e 50 uM), e avaliou-se a viabilidade a varios
tempos de tratamento (24h, 48h, 72h). Foram efetuadas varias experiéncias
independentes, sendo que cada condicdo foi realizada em triplicado.

Em ambos os clones TRIB2-KO, nenhuma das concentragdes de Rosiglitazona
testadas (0,1uM, 1uM, 10uM e 50uM) demonstrou exercer um efeito na viabilidade
celular, nos tempos de tratamento estabelecidos (24h, 48h e 72h), quando em
comparac¢do com as células tratadas apenas com o veiculo DMSO (Figura 4.11). Ainda
assim parece haver um aumento da viabilidade celular as 72h, independentemente do

clone e da dose de farmaco.
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Figura 4.11 — Analise da viabilidade celular de células de melanoma UACC-62 KO #28 e KO #31 tratadas
com Rosiglitazona. A linha de células de melanoma, UACC-62, foi incubada com diferentes concentragées
de Rosiglitazona na ordem dos uM e a viabilidade da mesma foi avaliada por ensaios MTT, a diferentes
horas de tratamento. As percentagens da viabilidade das células tratadas sdo calculadas tomando os
valores obtidos para as células em DMSO como 100%. A: n=1. B: n=1. C: n=1-2. D: n=1. E: n=1-3. F: n=1-2.
G: n=1-3. H: n=1-2.

Nenhum dos clones TRIB2-KO tratados com 10uM ou 50uM de Pioglitazona
durante 24h, 48h ou 72h, teve a sua viabilidade alterada de forma significativa,
semelhante ao que se verificou com a Rosiglitazona (Figura 4.12).

E de referir que alguns dos valores foram obtidos apenas de uma experiéncia,
como é o caso da Rosiglitazona 0,1uM e a Pioglitazona 50uM, ndo sendo possivel inferir

significado estatistico.
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Figura 4.12 — Analise da viabilidade celular de células de melanoma UACC-62 KO #28 e KO #31 tratadas
com Pioglitazona. A linha de células de melanoma, UACC-62, foi incubada com diferentes concentragdes
de Pioglitazona na ordem dos UM e a viabilidade da mesma foi avaliada por ensaios MTT, a diferentes
horas de tratamento. As percentagens da viabilidade das células tratadas sdo calculadas tomando os

valores obtidos para as células em DMSO como 100%. A: n=1-3. B: n=1-2. C: n=1. D: n=1.
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4.3.3 Viabilidade das células UACC-62 e PANC-1 em

resposta a tratamentos com TZDs (72h+24h)

Ap0s a verificacdo de que nenhum dos farmacos (Rosiglitazona e Pioglitazona),
nas concentragOes testadas ([0,1; 1; 10; 50]uM), provocou alteragdes consistentes na
viabilidade celular, decidiu-se reforgar o tratamento, submetendo as células ao mesmo
tratamento duas vezes: tratou-se as células pela primeira vez 24h depois das mesmas
serem plaqueadas para as placas de 96 pogos e, apds 72h sem se verificar alteragbes na
sua confluéncia ao microscopio (isto é, sem se verificar visualmente uma diminuicdo na
sua confluéncia, como esperado em caso de diminui¢do da proliferacdo ou aumento da
morte celular), retirou-se o meio em que estas estavam e substituiu-se os tratamentos
por iguais (onde estavam tratamentos de 10uM, colocou-se tratamentos iguais de
10uM, fazendo o mesmo processo para os de 50uM), procedendo a leitura da placa 24h
depois dos segundos tratamentos serem colocados. Em suma, os tratamentos realizados
foram 72h+24h. Optou-se por utilizar concentracdes de fdrmaco previamente testadas,
de modo a conseguir obter uma possivel comparacdo, elegendo-se as duas
concentragdes mais elevadas: 10uM e 50uM.

Parece observar-se um aumento da viabilidade nas células tratadas com
Rosiglitazona (Figura 4.13.A. e Figura 4.13.B.) e nas células tratadas com Pioglitazona
10uM (Figura 4.14.A.), mas uma ligeira diminuicao da viabilidade nas células tratadas
com Pioglitazona 50uM (Figura 4.14.B). E de referir, porém, que esta experiéncia foi
realizada apenas uma vez e (ainda que em triplicado) deste modo ndo é possivel

apresentar uma analise estatistica destes resultados.
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Figura 4.13 — Analise da viabilidade celular de células de melanoma UACC-62 WT tratadas com Rosiglitazona.
A linha de células de melanoma, UACC-62, foi incubada com diferentes concentragdes de Rosiglitazona na
ordem dos uM, durante 72h, sendo colocado um novo tratamento e a viabilidade da mesma foi avaliada por
ensaios MTT ao fim de 24h. As percentagens da viabilidade das células tratadas sdo calculadas tomando os

valores obtidos para as células em DMSO como 100%. A: n=1. B: n=1.
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Figura 4.14 — Analise da viabilidade celular de células de melanoma UACC-62 WT tratadas com Pioglitazona. A
linha de células de melanoma, UACC-62, foi incubada com diferentes concentracGes de Pioglitazona na ordem
dos UM, durante 72h, sendo colocado um novo tratamento e a viabilidade da mesma foi avaliada por ensaios
MTT ao fim de 24h. As percentagens da viabilidade das células tratadas sdo calculadas tomando os valores

obtidos para as células em DMSO como 100%. A: n=1. B: n=1.
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Como controlo positivo, utilizou-se as células PANC-1, uma vez que existe
evidéncia que ha uma diminuicdo significativa na viabilidade das mesmas, quando
tratadas com Rosiglitazona (40uM) durante 48h (135). Submeteu-se entdo as células
PANC-1 aos mesmos dois tratamentos consecutivos: 72h de tratamento mais 24h de
tratamento, seguido de leitura do ensaio MTT. Os resultados dos tratamentos com
Rosiglitazona, a 10uM e a 50uM, estao apresentados na Figura 4.15 e os resultados dos
tratamentos com Pioglitazona, a 10uM e a 50uM, estdo apresentados na Figura 4.16.
Em ambos os tratamentos parece verificar-se uma diminui¢cdo da viabilidade celular,
comparativamente as células tratadas apenas com DMSO — ainda assim, é de notar que
essa diminuicdo é bastante mais acentuada com a Pioglitazona comparativamente a

Rosiglitazona, e de modo dose dependente.
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Figura 4.15 — Analise da viabilidade celular de células de cancro do pancreas PANC-1 tratadas com
Rosiglitazona. A linha de células de cancro do pancreas, PANC-1, foi incubada com diferentes concentragdes
de Rosiglitazona na ordem dos uM, durante 72h, sendo colocado um novo tratamento e a viabilidade da
mesma foi avaliada por ensaios MTT ao fim de 24h. As percentagens da viabilidade das células tratadas sdo

calculadas tomando os valores obtidos para as células em DMSO como 100%. A: n=1. B: n=1.
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Figura 4.16 — Andlise da viabilidade de células de cancro do pancreas PANC-1 tratadas com Pioglitazona. A
linha de células de cancro do pancreas, PANC-1, foi incubada com diferentes concentragdes de Pioglitazona na
ordem dos uM, durante 72h, sendo colocado um novo tratamento e a viabilidade da mesma foi avaliada por
ensaios MTT ao fim de 24h. As percentagens da viabilidade das células tratadas sdo calculadas tomando os

valores obtidos para as células em DMSO como 100%. A: n=1. B: n=1.

53



O Potencial Papel da TRIB2 no Tratamento do Melanoma com Tiazolidinedionas

4.4 Andlise da expressio de PPAR-y em resposta a

tratamentos com TZDs

A expressdo de PPARYy, alvo terapéutico dos farmacos em estudo, foi investigada
na linha celular de melanoma utilizada, UACC-62, nas células WT, através de Western
blot, usando um anticorpo seletivo para o PPARy (a-PPARy). Nas células UACC-62
tratadas com concentrac¢des crescentes de Rosiglitazona e nas células tratadas apenas

com DMSO, nao foi possivel detetar a expressao desta proteina (Figura 4.17).
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Figura 4.17 — Analise da expressdo de PPARy em células de melanoma UACC-62
WT. Células de melanoma UACC-62 WT foram tratadas com DMSO e concentragées
crescentes de Rosiglitazona, sendo posteriormente analisadas por Western blot

utilizando um anticorpo que reconhece seletivamente o PPARYy.

Como controlo positivo para a expressao de PPARy, utilizaram-se extratos
proteicos de células PANC-1, uma linha celular de cancro do pancreas. Verificou-se que
o tratamento com Rosiglitazona a 50uM levou a diminui¢ao dos niveis basais de PPARy
para niveis indetetaveis (Figura 4.18). Ja nas células UACC-62, tanto as parentais como
as TRIB2-KO, verificou-se niveis indetetaveis de PPARy, como ja tinha sido observado na

experiéncia anterior.
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Figura 4.18 — Células PANC-1 tratadas com DMSO expressam PPARy. Células PANC-1 foram
tratadas com DMSO e com Rosiglitazona a 50uM e células UACC-62 (WT, centro; KO #31,
direita) foram tratadas unicamente com DMSO, sendo posteriormente analisadas por Western

blot, utilizando um anticorpo que reconhece seletivamente o PPARYy.
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5. Discussao

Para além de ser um dos cancros com maior taxa de incidéncia a nivel mundial,
o melanoma apresenta uma preocupante taxa de mortalidade, representando mais de
80% das mortes atribuidas ao cancro da pele (4-8). Um dos fatores que leva a elevada
taxa de mortalidade é a resisténcia as terapias, sendo necessdria uma melhor
compreensdao dos mecanismos envolvidos na mesma e de fdrmacos que a contornem,
de forma a promover a melhoria do estado do paciente. Além disso, o lento
desenvolvimento e os elevados custos implicitos na produc¢do de novos farmacos criam
a necessidade de reaproveitamento de farmacos ja utilizados, com a finalidade de
abranger outras indicacOes para além das para as quais ja estdo aprovados. Este
reaproveitamento apresenta varios beneficios, uma vez que as reacGes adversas a estes
ja sdo mais conhecidas, bem como os mecanismos de a¢do, levando a um periodo de
ensaios clinicos mais curto e proporcionando uma menor exigéncia financeira (136).

Dada a problematica apresentada, evidenciando o interesse para a area de
terapéutica oncoldgica da mesma, e tendo em conta os resultados ndo publicados
obtidos previamente (a expressao de TRIB2 esta diminuida em tecido adiposo branco de
ratinhos em resposta ao tratamento com TZDs), colocou-se a hipdtese das TZDs
reduzirem os niveis de TRIB2 nas células de melanoma, levando a um aumento da
eficacia das terapéuticas aprovadas.

Contrariamente a hipétese colocada, ndo houve reducdo da expressao de TRIB2
nas células de melanoma UACC62 tratadas com TZDs — ndo sé nao se verificou uma
reducdo da expressdo, como parece verificar-se um aumento. Indo de encontro a estes
resultados, em células parentais (que expressam TRIB2) verifica-se também um
aumento da expressdao de P-AKT em resposta aos tratamentos com TZDs, e em células
KO (que ndo expressam TRIB2) hd uma expressdo mais baixa de P-AKT
comparativamente as células parentais. A hipotetizada reducdo da expressao de TRIB2
pode ndo ter ocorrido uma vez que a expressao de PPARy (alvo molecular das TZDs) ndo
é detetdvel nas células utilizadas — isto significa que o farmaco podera ndo exercer a sua
acdo através do mecanismo esperado, uma vez que poderd ndo ter o alvo para se ligar.
Ainda assim, parece haver um aumento da expressao de TRIB2 nas células UACC-62

tratadas com farmaco comparativamente as células tratadas apenas com DMSO,
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podendo esse efeito ser atribuido a um mecanismo de ag¢do alternativo que ndo envolva
PPARy.

Uma vez que parece haver um aumento da fosforilagdao de AKT em resposta aos
tratamentos com as TZDs, era expectdvel haver também um aumento de expressdo de
P-p70S6K em resposta aos mesmos uma vez que esta se encontra a jusante na via de
sinalizacdo do AKT, porém tal ndo se verifica. Os resultados obtidos para a P-ERK ndo
sdo coerentes entre si, nas duas experiéncias realizadas — numa ha uma reducao da
fosforilagdo aquando o tratamento com TZDs, noutra experiéncia tal ndo se verifica.
Para ambos os casos, seria necessaria a repeticdo das experiéncias.

Contrariamente ao que se observou relativamente a viabilidade nas células
UACC-62 tratadas com TZDs neste trabalho, em quatro estudos diferentes verificou-se
previamente que a Rosiglitazona causava uma diminuicdo da viabilidade celular, sendo
menor a viabilidade quanto maior a concentracao do farmaco e maior o tempo de
exposicdo(102—-105). Mdssner et al. utilizaram trés linhas celulares de melanoma (MM-
201, MM-254 e MM-358) e testaram a Rosiglitazona numa gama de concentragdes de
[0,1-50]uM durante 96h (105); Liu et al. testaram o mesmo farmaco em células de
melanoma A375, numa gama de concentragbes [6,0-150]uM, durante 72h (104);
Freudlsperger et al. usaram seis linhas celulares de melanoma diferentes (UISO-Mel6,
G361, MV3, MeWo, Lox e FemX-1) e uma concentracdo de farmaco de [0,3-300]uM,
durante 48h (103); Smith et al. testaram Rosiglitazona em MMO96L, linha celular de
melanoma, a 5uM, durante 7 dias (102). A Pioglitazona, por sua vez, foi testada
unicamente por Freudlsperger et al., nas mesmas linhas celulares e nas mesmas
concentracdes e duracdo de tratamento que a Rosiglitazona, verificando-se uma
também diminui¢do da viabilidade celular com todas as concentrag¢des de Pioglitazona
testadas (103).

Dois dos estudos supramencionados testaram condi¢cdes semelhantes as
testadas no trabalho realizado nesta dissertacdo. Freudlsperger et al. realizaram
tratamentos de 48h nas linhas celulares referidas, utilizando vdrias concentracdes de
Rosiglitazona ou Pioglitazona. Com tratamentos de 0,3uM apenas duas das linhas
celulares mostraram uma reducao significativa da viabilidade, com Pioglitazona. Ja com
tratamentos de 30uM, a linha G361, a MeWo e a FemX-1 tiveram uma menor viabilidade

com a Rosiglitazona e a linha MV3, a UISO-Mel6 e a Lox tiveram uma menor viabilidade
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com a Pioglitazona (103). Ja Liu et al., as 72h, observaram uma diminuicdo da viabilidade
com tratamentos de 6uM e com tratamentos de 30uM de Rosiglitazona, em células
A375 (104). No trabalho realizado, porém, ndo se observa o mesmo em tratamentos
semelhantes (1uM e 50uM) aos mesmos tempos.

Pode inferir-se que uma das diferencas entre os resultados obtidos no nosso
trabalho e os resultados dos trabalhos referidos, se sustenha nas diferencas entre as
linhas celulares utilizadas. O melanoma é um tipo de cancro bastante heterogéneo
(18,137) pelo que se espera que as diferentes linhas celulares de melanoma apresentem
variabilidade a nivel molecular e, assim, apresentem diversas respostas a um certo
farmaco. Esta variabilidade revela-se por exemplo na expressao de PPARy, que, como
pode observar-se nos resultados deste trabalho, foi impossivel detetar nas células
UACC-62. Contrariamente, as linhas celulares utilizadas nos trabalhos anteriormente
referidos mostram niveis detetdveis de PPARy em células nao tratadas (102—-105), sendo
que Liu et al. demonstram que a expressao de PPARy aumenta consoante tratamentos
de concentragbes crescentes de Rosiglitazona (104), ao contrdrio do observado nas
células PANC-1. A auséncia de PPARy podera justificar a inexisténcia de efeito
consistente das TZDs na viabilidade celular das UACC-62, uma vez que é o alvo
terapéutico principal desta classe de farmacos.

A suportar esta hipétese encontram-se os resultados obtidos para a viabilidade
das células PANC-1 em comparacdo com os resultados obtidos para a viabilidade das
células UACC-62: tratamentos de 72h+24h de Rosilgitazona (a 10 e a 50uM) como de
Pioglitazona (a 10 e a 50uM) parecem diminuir a viabilidade celular das PANC,
contrariamente ao observado nas UACC-62. Isto podera ter ocorrido uma vez que as
PANC possuem niveis observaveis de PPARy enquanto que as UACC-62 ndo, levando a
diferengas significativas no mecanismo de agao do farmaco.

O trabalho realizado apresenta uma principal limitacdo: o nimero de repeticdes
das condic¢des. O reduzido niumero de repeticdes de cada condi¢do representa uma

limitacdo para os resultados, nomeadamente para a analise estatistica dos mesmos.
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6. Conclusao

Tendo em conta as hipdteses inicialmente colocadas e os dois tipos de andlise
utilizados neste trabalho, podem ser tiradas conclusdes preliminares associadas a cada
um deles.

Contrariamente a hipdtese inicialmente colocada, verifica-se que as
tiazolidinedionas Rosiglitazona e Pioglitazona aumentam a expressao de TRIB2 nas
células de melanoma UACC-62, concordando com o aumento da fosforilacdo de AKT nas
mesmas.

Além disso, verifica-se que a Rosiglitazona e a Pioglitazona ndo diminuem a
viabilidade das células de melanoma UACC-62, sendo que quando submetidas a

tratamentos de 72h+24h a sua viabilidade parece aumentar.
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8. Anexos
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Exploring the role of Thiazolidinedionesin melanoma
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INTRODUCTION

Although melanoma represents only 1% of all skin cancers, it is the one with the highest mortality rate.! Aging is one of the major risk
factors for this cancer,showing a higher mortality rate in older patients.2

TRIB2 is a Tribbles family protein that is pointed as a cause of resistance to cancer therapiesz3 Its expression has been found to be
decreased in adipocyte cultures treated with Rosiglitazone, a PPARYy agonist, from the Thiazolidinediones (TZDs) family of oral antidiabetic
drugs.(Rodrigues-Viegas et al., unpublished) TZDs have been previously reported to be effective in melanoma therapies, however there are still some
controversial results.4

Due to this high mortality rate, the increasing incidence in the last three decades and the innate or acquired resistance to therapy, efforts
have been pooled to optimize existing therapeutic strategies and to find new ones.!

HYPOTHESIS

« Rosiglitazonewill lead to a decreaseof TRIB2 levelsin melanoma cells;
(5 == | [ie2
(=]

< TRIB2 may play an importantrole in Thiazolidinedionesaction in melanoma treatment.

SCHEMATIC METHODOLOGY

AIM 1: Evaluation of TRIB2 levels in melanoma cells treated with Rosiglitazone, and TRIB2 potential
role in the signaling pathways involved in Rosiglitazone mode of action.
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AIM 2: Evaluation of the proliferation of melanoma
cells in response to Rosiglitazone treatment and
TRIB2 influence in cells viability.
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EXPECTED RESULTS
Within this project we expect to validate the decrease of TRIB2 levels in melanoma cells upon Rosiglitazone treatment, and to open the
therapeutic windows for new combined therapies for TRIB2-positive melanoma patients, resistant to current anticancer therapies, improving

their prognosis,
Moreover, we also expect to reach a better understanding on the molecular mechanisms involved in Rosiglitazone’s mode of action, and to
uncover TRIB2 impact on TZD’s treatment.
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A diabetes mellitus tipo 2 (DM2) afeta milhdes de pessoas e a sua incidéncia tem aumentado ao longo dos anos.! O melanoma
representa a forma mais agressiva de cancro da pele.? Tal como para a diabetes, o envelhecimento é um dos principais fatores de risco
para o melanoma, apresentando uma maior taxa de mortalidade em pacientes idosos.3

Estudos retrospetivos em doentes diabéticos e estudos em células cancerigenas relatam que tanto a Metformina (Metf) como a
Fenformina (Fenf), formacos antidiabéticos orais da classe das biguanidas, além de protagonizarem a redugdo da produgdo hepatica de
glucose, possuem também atividade antitumoral.*> Mais estudos demonstraram que a Pioglitazona (Pio) e a Rosiglitazona (Rosi),
também farmacos antidiabéticos orais, pertencentes a classe das tiazolidinedionas (TZDs), além de melhorar o controlo glicémico em
doentes com DM?2 através da sensibilizagdo dos tecidos-alvo a insulina, causam um efeito inibitério no crescimento tumoral.®7:8
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Introduction:

Although melanoma represents only 1% of all skin cancers, it is the one that has the
highest mortality rate. One of the main causes of therapeutic failure is the resistance
to anticancer therapies. TRIB2 protein, from pseudokinases Tribbles family, has been
associated with increased chemoresistance. Rosiglitazone and Pioglitazone are PPARy
agonists, from the thiazolidinediones (TZDs) family of oral antidiabetics drugs, which
have been previously reported as potential effective therapy for melanoma. However,
opposite results were also verified. Preliminary own unpublished studies found that
TRIB2 mRNA expression is decreased in cultures of adipocytes treated with
Rosiglitazone. From here, we hypothesized TZDs could reduce TRIB2 levels in
melanoma cells, and that this effect could be involved in the anticancer mechanism of
action of TZDs.

Materials and Methods:

UACC-62 melanoma cells were treated with Rosiglitazone or Pioglitazone. Protein was
extracted to assess TRIB2 levels by Western blot. Viability of parental UACC-62 and
TRIB2-KO cells, treated with Rosiglitazone or Pioglitazone, was evaluated by MTT
assays.

Results:

A very mild increase in TRIB2 protein levels was observed after 10uM TZDs treatment
for 24h in UACC-62 cells. MTT assays revealed TZDs treatments did not consistently
impacted cell viability, which was TRIB2-independent. PPARy protein was undetectable
in UACC-62 cell line.

Conclusions:

Contradicting our initial hypothesis, TRIB2 levels were not reduced in response to
Rosiglitazone or Pioglitazone in UACC-62 melanoma cells. Moreover, TZDs treatment
did not reduce cellular viability in this cell line, which might be a result of the low levels
of TZDs target PPARy.
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