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RESUMO

CROMOMICINA A5 INDUZ ALTERACOES FENOTIPICAS DE MORTE CELULAR
IMUNOGENICA EM LINHAGEM DE MELANOMA HUMANO COM MUTACAO BRAF

A morte celular imunogénica (MCI) representa uma forma de morte celular regulada,
caracterizada nao apenas pela eliminacao de células tumorais, mas também pela inducao de
uma resposta imune adaptativa contra o proprio tumor. Essa forma de morte celular é marcada
por eventos fenotipicos de autofagia, estresse de reticulo e apoptose. Dentre os marcadores
tipicos, tem-se a exposicao de calreticulina (CRT) na membrana plasmatica, a liberagao
extracelular da proteina HMGBI1 e de ATP, que atuam como sinais de alerta e recrutamento
imunoldgico. A prospec¢do de farmacos capazes de desencadear MCI t€ém emergido como
alternativa promissoras, sobretudo em neoplasias agressivas e resistentes, como o melanoma
metastatico. A cromomicina A5 (CAS), isolada da bactéria marinha Streptomyces sp.
BRA-384, demonstrou, em estudos pré-clinicos com modelos murinos, capacidade de induzir
MCI. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo investigar os efeitos
imunogénicos da CAS5 em modelos de melanoma humano, utilizando a linhagem SK-MEL-28
(com mutagdo VO60OE em BRAF), a fim de avaliar seu potencial translacional. A molécula foi
obtida a partir do cultivo da cepa Streptomyces sp. BRA-384, seguido de extracdo e
purificacdo conforme protocolos previamente padronizados, com foco na maximizacdo do
rendimento e pureza do composto. A atividade citotéxica da CAS foi avaliada por meio do
ensaio de SRB. A citometria de fluxo foi empregada para analise de parametros morfoldgicos,
integridade de membrana plasmatica, exposicao de calreticulina na superficie celular e
liberacao da proteina nuclear HMGB1, ambos considerados marcadores classicos da MCI.
Adicionalmente a expressdo de genes associados a apoptose, ao estresse do reticulo
endoplasmatico e a autofagia foi avaliada por PCR quantitativa (QPCR) apds 6 e 24 horas da
exposicdo a CAS. Os resultados revelaram que a CAS possui atividade citotoxica e citostatica
dependente da concentragdo, com uma concentracdo inibitéria total (CIT) de
aproximadamente 4 nM. A andlise da citometria de fluxo evidenciou aumento da
granulosidade, redu¢do do volume celular e perda da integridade de membrana, alteragdes
compativeis com estresse celular e morte celular regulada. A analise de expressao génica
indicou a regulacao de nove genes relacionados a morte celular imunogénica, incluindo
apoptose, estresse do reticulo endoplasmatico e autofagia. Foi também observada a exposicao
de CRT na membrana celular, sugerindo o inicio de um processo imunogénico de morte
celular. No entanto, ndo foi detectada a liberagdo de HMGB1 no tempo analisado, o que pode
estar relacionado a natureza tardia desse evento na cascata da MCI. Os resultados obtidos
demonstram que a CAS induz caracteristicas compativeis com MCI in vitro, em células de
melanoma humano, replicando parcialmente os efeitos previamente observados em modelos
murinos. Tais evidéncias reforcam o potencial translacional da CAS5 como um protdtipo
terapéutico promissor na imunoterapia do cancer, especialmente para o tratamento de
melanomas agressivos.

Palavras-chave: morte celular imunogénica; melanoma maligno; produtos naturais.



ABSTRACT

CHROMOMYCIN A5 INDUCES PHENOTYPIC CHANGES OF IMMUNOGENIC CELL
DEATH IN A HUMAN MELANOMA CELL LINE WITH BRAF MUTATION

Immunogenic cell death (ICD) represents a specialized form of regulated cell death
characterized not only by the elimination of tumor cells but also by the induction of an
adaptive immune response against the tumor itself. This form of cell death is marked by
phenotypic events such as autophagy, endoplasmic reticulum stress and apoptosis. The
exposure of calreticulin (CRT) on the plasma membrane, extracellular release of HMGBI1
protein and ATP, act as danger signals and promote immune recruitment. The search for
pharmacological agents capable of triggering ICD has emerged as a promising alternative,
particularly for aggressive and therapy-resistant neoplasms such as metastatic melanoma.
Chromomycin A5 (CAS), isolated from the marine bacterium Streptomyces sp. BRA-384, has
demonstrated, in preclinical studies using melanoma murine models, the ability to induce
ICD. In this context, the present study aimed to investigate the immunogenic effects of CAS
in human melanoma models using the SK-MEL-28 cell line (BRAF V600E mutation) to
assess its translational potential. The molecule was obtained through the cultivation of the
Streptomyces sp. BRA-384 strain, followed by extraction and purification according to
previously standardized protocols, with a focus on maximizing yield and compound purity.
The cytotoxic activity of CAS was assessed using the sulforhodamine B (SRB) assay. Flow
cytometry was employed to analyze morphological parameters, plasma membrane integrity,
CRT exposure on the cell surface, and HMGBI1 release, both considered classical ICD
markers. Additionally, the expression of genes associated with apoptosis, endoplasmic
reticulum stress, and autophagy was evaluated by quantitative polymerase chain reaction
(qPCR) at two time points: 6 and 24 hours after exposure to CAS. The results revealed that
CAS exhibits concentration-dependent cytotoxic and cytostatic activity, with a total growth
inhibition (TGI) concentration of approximately 4 nM. Flow cytometry analysis showed
increased cell granularity, reduced cell volume, and loss of membrane integrity—alterations
consistent with cellular stress and regulated cell death. Gene expression analysis indicated the
modulation of nine genes associated with regulated cell death pathways, including apoptosis,
endoplasmic reticulum stress, and autophagy. CRT exposure on the cell surface was also
observed, suggesting the initiation of an immunogenic cell death process. However, HMGB1
release was not detected at the analyzed time point, which may be attributed to the late
occurrence of this event in the ICD cascade. The findings demonstrate that CAS induces
features consistent with ICD in vitro in human melanoma cells, partially reproducing effects
previously observed in murine models. These results support the translational potential of
CAS5 as a promising therapeutic prototype in cancer immunotherapy, especially for the
treatment of aggressive melanomas.

Keywords: immunogenic cell death; malignant melanoma; natural products.
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1. INTRODUCAO
1.1. Cancer

O céancer representa um conjunto heterogéneo de doengas caracterizadas pela
proliferacdo descontrolada de células anormais, que podem invadir tecidos adjacentes e
originar metastases (Katzung; Vanderah, 2023). Esse crescimento desregulado geralmente
decorre de mutagdes genéticas que comprometem mecanismos essenciais de controle celular,
como proliferagdo, apoptose, diferenciacdo e reparo do DNA (WHO, World Health
Organization, 2022).

Diversos fatores contribuem para o desenvolvimento do cancer, incluindo
predisposicdo genética, exposicdo a agentes carcinogénicos, infecgdes virais e habitos de vida
pouco saudaveis (IARC, International Agency for Research on Cancer, 2010). Atualmente,
mais de 100 tipos de cancer sdo reconhecidos, sendo classificados conforme a origem celular
ou orgao afetado (Hanahan, 2022).

As opgoes terapéuticas incluem cirurgia, quimioterapia, radioterapia, terapias-alvo e,
mais recentemente, imunoterapia. Esta ultima tem se destacado por sua capacidade de
estimular o sistema imunoldgico a reconhecer e eliminar células tumorais, especialmente em
casos refratarios aos tratamentos convencionais (Esfahani et al., 2020). Nesse contexto, o
desenvolvimento de novas estratégias imunoterapéuticas ¢ fundamental para ampliar as
alternativas de tratamento e melhorar o prognéstico de pacientes oncologicos (Weiner;
Murray; Shuptrine, 2012).

A compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na transformacgdo celular
maligna avangou significativamente nas ultimas décadas, sendo sistematizada pelo conceito
dos hallmarks do cancer. Proposto por Hanahan e Weinberg (Figura 1), esse modelo descreve
as propriedades bioldgicas essenciais adquiridas pelas células tumorais ao longo da
carcinogénese, que lhes conferem vantagens proliferativas, evasdo de mecanismos de

supressao e adaptacdo ao microambiente tumoral.
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Figura 1 — Capacidades adquiridas pelas células tumorais para o
desenvolvimento e progressao tumoral
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Fonte: Hanahan, (2022, com adaptagdes).

Inicialmente, foram descritas seis caracteristicas fundamentais: autossuficiéncia em
sinais de crescimento, insensibilidade a sinais antiproliferativos, evasao da apoptose,
potencial replicativo ilimitado, inducdo de angiogénese e capacidade de invasdo e metastase
(Hanahan; Weinberg, 2000). Posteriormente, foram incluidas outras propriedades emergentes,
como instabilidade gendmica, inflamagao tumoral, evasao da resposta imune e reprogramacao
metabolica (Hanahan; Weinberg, 2011).

Atualizagdes recentes também consideram aspectos como a plasticidade celular,
influéncia do microbioma, estados de ativagdo ndo mutacionais ¢ a senescéncia associada a
progressao tumoral (Hanahan, 2022). Esses hallmarks fornecem uma estrutura conceitual
valiosa para compreender a complexidade do cancer e t€tm guiado o desenvolvimento de
terapias mais especificas e eficazes.

Dentre os elementos centrais da biologia tumoral, destaca-se o microambiente

tumoral, que exerce papel determinante na carcinogénese. Composto por células nado
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tumorais, como fibroblastos associados ao cancer, células endoteliais, células imunes, matriz
extracelular, citocinas e vesiculas extracelulares, o microambiente participa ativamente da
progressao tumoral (Xiao; Yu, 2021). Ele favorece a proliferagao celular, induz angiogénese,
promove inflamacdo cronica, suprime respostas imunes e facilita processos de invasdo e
metastase. Além disso, contribui para a resisténcia terapéutica e para a adaptagao fenotipica
das células tumorais, consolidando-se como um alvo relevante para intervengdes terapéuticas
modernas (Zhang et al., 2022).

O cancer representa um dos principais desafios de satide publica no Brasil e no
mundo. De acordo com as estimativas mais recentes do Instituto Nacional de Cancer (INCA),
o pais devera registrar cerca de 704 mil novos casos de cancer por ano no triénio 2023-2025.
Excluindo-se os casos de cancer de pele ndao melanoma, esse numero corresponde a
aproximadamente 483 mil casos anuais.

Dados de distribuicdo regional dos casos de cancer no Brasil do INCA (2023) revelam
que as regides Sul e Sudeste concentram cerca de 70% da incidéncia total, influenciada por
fatores como maior urbanizagdo, envelhecimento populacional e estilos de vida que incluem
sedentarismo, alimentacao inadequada e consumo de alcool e tabaco. Além disso, observa-se
uma heterogeneidade na incidéncia de tipos especificos de cancer entre as regides. Por
exemplo, o cancer do colo do utero ¢ mais prevalente nas regides Norte e Nordeste, refletindo
desigualdades no acesso a servigos de saude e programas de prevencdo, como apontam
estudos do Instituto Nacional de Cancer.

Esses dados destacam a importancia de estratégias de prevencdo, diagndstico precoce
e tratamento eficaz, adaptadas as realidades regionais e as necessidades especificas da

populagdo brasileira (Sui et al., 2013).
1.1.1. Melanoma metastatico

O melanoma ¢ uma neoplasia maligna originada a partir de melanocitos, células
especializadas na producdo de melanina, localizadas predominantemente na pele, mas
também presentes em estruturas como olhos ¢ mucosas. A formag¢ao do melanoma envolve
uma série de alteragdes genéticas e moleculares que conferem aos melandcitos caracteristicas
de crescimento descontrolado e potencial metastatico (Gray-Schopfer; Wellbrock; Marais,
2007).

O desenvolvimento do melanoma envolve uma série de alteracdes genéticas
progressivas em melandcitos inicialmente normais, os quais podem acumular mutagdes em

genes fundamentais responsaveis pelo controle do ciclo celular, apoptose e mecanismos de
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reparo do DNA. Dentre as mutacdes mais frequentemente associadas ao melanoma
destacam-se aquelas nos genes BRAF (do inglés, v-Raf murine sarcoma viral oncogene
homolog Bl), NRAS (do inglés, Neuroblastoma RAS Viral Oncogene Homolog) e CDKN2A
(do inglés, Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 24) (Brombin; Patton, 2024). Em particular, a
mutagdo BRAF V600E — na qual ocorre a substitui¢do do aminoacido valina (V) por acido
glutamico (E) na posicdo 600 — resulta em uma ativagdo constitutiva da via de sinalizag@o
MAPK (do inglés, Mitogen-Activated Protein Kinase), promovendo a proliferagao celular de
forma independente de estimulos mitogénicos externos, presente em uma propor¢ao
significativa de casos de melanoma cutaneo e associada a formas mais agressivas da doenca
(Brombin; Patton, 2024).

O desenvolvimento do melanoma pode ser descrito em fases distintas. Na fase de
crescimento radial, as células tumorais se proliferam horizontalmente na epiderme (Rastrelli
et al., 2014). Com a progressdo para a fase de crescimento vertical, as células adquirem
capacidade invasiva, penetrando nas camadas mais profundas da derme e, eventualmente,
alcancando vasos linfaticos e sanguineos, o que facilita a disseminacao metastatica (Eddy;
Chen, 2020; Pavri et al., 2016).

O melanoma cutaneo destaca-se em seus dados epidemiologicos por sua agressividade
e potencial metastatico (Arnold et al, 2022). Dados especificos sobre a incidéncia de
melanoma metastatico em nivel nacional sao escassos. No entanto, estudos regionais, como o
realizado no Distrito Federal, indicam que aproximadamente 35% dos casos de melanoma
podem evoluir para a forma metastatica. Essa progressdo estd associada a um progndstico
reservado, apesar dos avangos terapéuticos recentes, como o uso de inibidores de checkpoint
imunologico, que tém melhorado significativamente as taxas de sobrevida (Brasil, 2024).

A exposicao a radiacdo ultravioleta (UV) ¢ um fator de risco significativo para o
melanoma, pois pode induzir danos diretos ao DNA, como dimeros de pirimidina, levando a
mutagdes se niao forem adequadamente reparadas. Essas mutagdes podem afetar genes
supressores de tumor e proto-oncogenes, contribuindo para a transformacdo maligna dos
melanoécitos (Sample; He, 2018).

Embora o melanoma represente uma pequena propor¢do dos canceres de pele, ¢
responsavel pela maioria das mortes relacionadas a esses tumores, devido a sua alta
capacidade de metastatizar (Song et al., 2015). A taxa de sobrevivéncia em cinco anos para
melanoma metastatico € doze vezes menor em comparagdo com 0s estagios iniciais da doenga
(Sandru et al., 2014).

As terapias atuais para o tratamento do melanoma, especialmente nas formas
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metastaticas, evoluiram significativamente nas ultimas décadas, incorporando abordagens
mais especificas e eficazes (Teimouri; Nikfar; Abdollahi, 2013). Inicialmente, a quimioterapia
convencional, com agentes como dacarbazina e temozolomida, era amplamente utilizada. No
entanto, essas terapias apresentavam eficacia limitada, com taxas de resposta inferiores a 10%
e sobrevida média de aproximadamente 6 meses (Luke et al., 2017).

A introducdo da imunoterapia revolucionou o tratamento do melanoma. Inibidores de
checkpoint imunologico, como ipilimumabe (anti-CTLA-4) e nivolumabe (anti-PD-1), usados
em conjunto em estudos clinicos demonstraram um aumento de pelo menos cinco meses na
sobrevida livre de progressdo dos pacientes quando comparados aos tratamentos
separadamente (Larkin ez al., 2015).

Além disso, terapias alvo-direcionadas, como vemurafenibe e dabrafenibe, que atuam
como inibidores seletivos da mutacdo BRAF V600E, demonstraram eficacia clinica
significativa em pacientes portadores dessa alteracdo molecular. Esses farmacos bloqueiam a
sinalizagdo aberrante da via MAPK. A utilizagdo combinada de inibidores de BRAF com
inibidores de MEK (do inglés, Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase), como o
trametinibe, tem mostrado resultados promissores ao prolongar a sobrevida livre de
progressao da doenga em 12,7 meses em relagdo aos tratamentos isolados (Robert et al., 2019;
Atkins et al., 2023).

O tratamento do melanoma em fase metastatica evoluiu com a introducao de terapias
imunoldgicas e alvo-especificas, que melhoraram a sobrevida dos pacientes. No entanto,
devido a alta especificidade e a refratariedade desse tipo tumoral, novas abordagens
terapéuticas ainda s3o necessarias (Heinhuis et al., 2019). Estratégias que estimulem a
imunogenicidade do melanoma, como a combinacdo de imunoterapia com quimioterapia
imunogénica ou seu uso isolado, t€m demonstrado resultados promissores (Galluzzi et al.,

2020)
1.2.  Morte Celular Imunogénica

A morte celular imunogénica (MCI) ¢ um processo especifico de morte celular
regulada que promove a ativacao do sistema imune adaptativo, especialmente relevante para o
tratamento do cancer (Galluzzi et al., 2020). A morte celular imunogénica ¢ desencadeada
pela liberagdo de sinais de perigo, conhecidos como DAMPs (do inglés, damage-associated
molecular patterns), que sao fundamentais para ativar uma cascata de eventos imunoldgicos
que culminam em uma resposta imune tumoral especifica e duradoura (Galluzzi et al., 2023).

Dentre os principais DAMPs envolvidos destacam-se: a exposi¢do de calreticulina (CRT) e
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ERp57 (do inglés endoplasmic reticulum protein 57) na membrana plasmatica, a liberagdo da
proteina nuclear nao-histona HMGBI1 (do inglés high mobility group box 1), o ATP
extracelular e a fosforilagao do fator elF2a (do inglés eukaryotic initiation factor 2 alpha)
(Bezu et al., 2018; Radogna; Dicato; Diederich, 2019).

Dentre os medicamentos aprovados e ja conhecidos como indutores de MCI, estdo as
antraciclinas, como a doxorrubicina e a epirrubicina, tradicionalmente utilizadas no
tratamento de neoplasias hematoldgicas, cancer de mama e sarcomas (Sprooten et al., 2023).
Estes farmacos demonstraram capacidade de induzir MCI por meio da exposi¢do de CRT na
superficie celular, liberacdo de ATP e liberagdo de HMGBI intracelular durante o processo
apoptético (Roy et al., 2018). Além disso, a ciclofosfamida, um agente alquilante amplamente
utilizado, mostrou potencial para induzir MCI em certos contextos, particularmente quando
administrada em doses metrondmicas, promovendo uma resposta imunologica antitumoral
sustentada (Maharjan ef al., 2022).

Outro agente relevante ¢ a oxaliplatina, uma platina de terceira geragao aprovada para
o tratamento de cancer colorretal, que difere da cisplatina e da carboplatina ao induzir uma
forma de apoptose compativel com a MCI, especialmente pela exposigdo precoce de
calreticulina e liberagdo de ATP ¢ HMGBI1 (Bains et al., 2020). Estudos pré-clinicos e
clinicos demonstraram que o efeito antitumoral da oxaliplatina depende, em parte, da
integridade do sistema imunologico adaptativo, o que reforca sua atividade imunogénica
(Wang et al., 2022).

Entre as estratégias terapéuticas que demonstraram capacidade de induzir MCI,
destacam-se a radioterapia e a fototerapia, tradicionalmente conhecidas por seus efeitos
citotoxicos diretos sobre as células tumorais (Rodriguez-Ruiz et al., 2020). Estudos recentes
demonstram que a radioterapia, por meio da geracdo de danos no DNA e estresse celular,
pode desencadear a liberacdo coordenada de DAMPs, promovendo um ambiente imunologico
favoravel a resposta antitumoral (Zhu et al., 2021).

De modo semelhante, a fototerapia, especialmente a terapia fotodindmica (PDT),
destaca-se como estratégia eficaz para induzir MCI. A ativagdo de um fotossensibilizador por
luz especifica leva a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive
Oxygen Species), promovendo estresse do reticulo endoplasmatico, liberacdo de DAMPs e
maturacao de células dendriticas. Isso desencadeia uma resposta imune adaptativa eficaz, com
formagdo de memoria imunologica duradoura (Alzeibak et al., 2021).

A CRT, expressa precocemente na superficie celular durante o estresse do reticulo

endoplasmatico RE, atua como sinal “eat me” pré-apoptotico, favorecendo a fagocitose por
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células dendriticas via receptor CD91 (ou LRPI, do inglés low density protein
receptor-related protein 1). A externalizacdo da CRT, co-expressa com a proteina ERp57 (ou
PDIA3, do inglés protein disulfide isomerase family A member 3) na superficie da membrana
plasmatica, torna os fagdcitos sensiveis a ativagdo e maturacao apos a ligagdo com o receptor
anteriormente citado. Esse processo envolve trés méddulos de sinalizagdo distintos: ativagdo
apoptdtica (via caspase 8) e ativagdo das proteinas pro-apoptdticas (Bax, Bak e Bax);
fosforilagdo de elF2a com parada na sintese de proteinas no reticulo endoplasmatico;
mobilizacdo de componentes do citoesqueleto — como a actina, associada ao sinaptossoma de
25 KDa (ou SNAP25, do inglés synaptossomal-associated protein, 25 KDa) — e as vesiculas
da membrana 1 (ou VAMPI1, do inglés vesicle-associated membrane protein 1) (Kepp et al.,
2014; Obeid et al., 2007).

Outro DAMP essencial para a ocorréncia do processo de MCI ¢ a presenca da proteina
HMGBI no meio extracelular, onde ela atua como um potente indutor pro-inflamatdrio nao
tolerogénico. A HMGBI, liberada tardiamente ap6s a permeabilizacdo das membranas
nucleares e plasmaticas, se liga aos receptores TLR2 (do inglés toll-like receptor 2), TLR4
(do inglés toll-like receptor 4) e RAGE (do inglés receptor for advanced glycation
endproducts). A ligagdo ao TLR4 ¢ essencial para a inducdo de resposta imune eficaz,
conforme demonstrado por modelos knockout, em que, mesmo na auséncia dos demais
receptores o efeito ainda persistia (Apetoh et al., 2007). O processo de liberagdo da HMGBI1 €
desencadeado quando as células sofrem necrose secundaria tardia ou apds liberagao vesicular.
Devido a isso, a liberagdo desse DAMP ocorre de forma tardia (Wang et al., 2018).

A exposi¢ao e liberacdo dos DAMPs durante o processo de MCI seguem uma
sequéncia de eventos biologicamente organizada no tempo (Kepp et al., 2014). Inicialmente,
destaca-se a necessidade de ativagdo das células dendriticas (CDs), as quais desempenham
papel fundamental na fagocitose, processamento e apresentacdo dos antigenos tumorais aos
linfocitos T citotoxicos (CD8'), promovendo uma resposta imune antitumoral efetiva
(Galluzzi et al., 2017).

Complementarmente, as CDs ativadas também realizam a apresentagdo cruzada de
antigenos as células T af}, além de secretarem interleucina 1 beta (IL-1p), elemento chave
para a ativagdo das células T yd. Estas ultimas, uma vez ativadas, produzem interleucina 17
(IL-17), contribuindo diretamente para a ativagdo das cé€lulas T citotoxicas afy (Humeau ef al.,
2019).

Tanto as células T aff quanto as yd sdo reconhecidas por sua capacidade de sintetizar

importantes moléculas efetoras, como o interferon gama (IFN-y), granzimas e perforinas, que
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participam diretamente da lise de células tumorais (Figura 2) (Kroemer et al., 2013). Esta
cascata de eventos culmina na ativagdo sist€émica da resposta imune adaptativa, promovendo
ndo apenas a eliminagdo do tumor primario, mas também a geragdo de células T de memoria
(Gomez-Cadena et al., 2016). Esse processo, portanto, ¢ responsdvel por estabelecer uma
resposta imunologica duradoura, sendo essencial para o controle de recidivas tumorais e

amplamente estudado como base para estratégias terap€uticas anticancer.

Figura 2 — Mecanismos envolvidos na morte celular imunogénica (MCI)
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Fonte: Kroemer ef al. (2013, com adaptagdes).

A validagao da MCI pode ser realizada por meio de ensaios in vitro, que avaliam a
presenca de DAMPs, a ativacdo de células apresentadoras de antigenos (APCs) e sua
fenotipagem. No entanto, os ensaios in vivo sdo considerados o padrao-ouro, especialmente os
experimentos de vacinagdo. Esse tipo de ensaio consiste na injecdo subcutidnea de células
tumorais previamente tratadas com o composto candidato a indutor de MCI. Apds alguns

dias, os animais sao desafiados com células tumorais viaveis; a auséncia ou redugao do
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crescimento tumoral ¢ interpretada como indicativo de inducdo de uma resposta imune

protetora (Vanmeerbeek et al., 2020).
1.3.  Produtos Naturais Marinhos

Os produtos naturais (PNs) t€ém desempenhado um papel central no desenvolvimento
de novos farmacos, especialmente em areas como oncologia e hematologia (Rayan; Raiyn;
Falah, 2017; Prestegard et al., 2009; Jimenez et al., 2020). Estima-se que cerca de 60% dos
medicamentos utilizados nessas especialidades sejam oriundos de substancias naturais, e
aproximadamente um ter¢o dos farmacos mais comercializados globalmente sdo agentes
naturais ou seus derivados (Barreca et al., 2020; Rayan; Raiyn; Falah, 2017). Essa expressiva
representatividade ressalta a importancia da bioprospecgao como estratégia para a descoberta
de compostos com potencial terapéutico.

Dentre as diversas fontes de produtos naturais, o ambiente marinho tem se destacado
como um reservatorio particularmente rico e promissor (Jimenez; Wilke; Costa-Lotufo, 2018).
A produgdo de metabdlitos secundarios por organismos marinhos ¢ frequentemente resultante
das pressdes seletivas as quais estdo submetidos — como competicao, predacdo, variagdes
fisico-quimicas e necessidade de adaptagdo ao ambiente (Jimenez ef al., 2020).

Essas condigdes favorecem o surgimento de moléculas estruturalmente unicas, com
mecanismos de agdo diferenciados e potencial aplicagdo na industria farmacéutica,
especialmente no desenvolvimento de agentes terapéuticos inovadores (Alves et al., 2020;
Negreanu-Pirjol et al., 2022; Sansone et al., 2021). Esses compostos tém demonstrado
propriedades farmacologicas relevantes, incluindo atividades antibacteriana, antiviral,
anti-inflamatdria e antitumoral (Wang; Meng; Wang, 2020).

Até 2022, havia 19 farmacos de origem marinha aprovados para uso clinico por
diversas agéncias regulatorias ao redor do mundo (Haque et al., 2022). Desses, 12 foram
aprovados para o tratamento do cancer, entre os quais se destacam: Cytosar® (citarabina),
arabinonucleosideo isolado da esponja Tethya crypta, amplamente utilizado em leucemias, o
Yondelis® (trabectedina), derivado da ascidia Ecteinascidia turbinata, ¢ indicado para
sarcomas e cancer de ovario e o Zepzelca® (lurbinectedina) aprovado em 2020 para o
tratamento de cancer de pulmao de pequenas células (Cooreman et al., 2023).

O Brasil possui uma extensa faixa maritima conhecida como “Amazonia Azul”. Esse
territorio corresponde a uma Zona Econdmica Exclusiva (ZEE) e, em termos de extensao,
apresenta uma dimensdo comparavel a da Floresta Amazonica (Wilke et al., 2021). A ampla

biodiversidade presente nesta regido resulta em elevada variabilidade genética e,
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consequentemente, na producdo de diversas moléculas com potenciais aplicagdes
farmacolodgicas (Jimenez et al., 2020).

Wilke e colaboradores (2021) revelaram que aproximadamente 15% dos produtos
naturais marinhos isolados em territorio brasileiro apresentaram atividades com potencial
antineoplésico, incluindo efeitos citotoxicos e anti-metastaticos (Figura 3). Esses achados
evidenciam o valor da prospeccdo da biodiversidade marinha nacional como ferramenta
essencial na identificacdo de novos compostos bioativos para o tratamento de doencgas

complexas, como o cancer, justificando o crescente interesse cientifico por essa area (Wilke et

al., 2021).

Figura 3 — Mapa mundial com destaque para o Brasil ¢ a Zona
Econdmica Exclusiva (ZEE) do Brasil.
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Fonte: Wilke et al. (2021, com adaptagdes).

Nesse sentido, a exploragdo racional de microrganismos marinhos, especialmente
actinobactérias do género Streptomyces, tem revelado uma diversidade de substancias
bioativas, entre elas as cromomicinas, com reconhecido potencial antineoplasico (Del Bianco
Sahm et al., 2022; Floréncio et al., 2022; Guimaraes et al., 2014; Pinto et al., 2020; Sahm et
al., 2020). Diante dos desafios enfrentados no tratamento do cancer, especialmente em
neoplasias agressivas como o melanoma metastatico, os produtos naturais marinhos

despontam como uma valiosa alternativa na busca por terapias inovadoras e mais eficazes.
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1.3.1. Cromomicinas

As cromomicinas constituem uma classe de policetideos triciclicos glicosilados
pertencentes ao grupo dos acidos auredlicos, o qual engloba compostos policetideos
aromaticos com multiplas glicosilagdes, como as mitramicinas, olivomicinas, duramicinas e
as proprias cromomicinas (La Ferla ef al., 2011). Evidéncias cientificas demonstram que
diversos membros desse grupo possuem propriedades antibacterianas, especialmente contra
bactérias Gram-positivas, além de atividades antitumorais, com capacidade de inibir a
proliferagdo de células cancerigenas (Pettit et al., 2015).

Entre os compostos mais estudados estdo a mitramicina A e a cromomicina A3, sendo
a mitramicina A introduzida como agente antineoplasico na década de 1970. Entretanto, o uso
clinico dos acidos auredlicos como agentes quimioterapicos tém sido restrito, principalmente
devido ao perfil de toxicidade elevado observado em humanos (La Ferla et al., 2011).

As cromomicinas, metabodlitos secundarios sintetizados por bactérias do género
Streptomyces, destacam-se por suas propriedades antimicrobianas e antitumorais. Entre os
compostos mais estudados dessa classe, a cromomicina A3 (CA3) tem demonstrado
significativa atividade antineoplasica (Chakrabarti; Dasgupta; Bhattacharyya, 2000).

As cromomicinas se ligam de maneira reversivel as regidoes menores do sulco do
DNA, com alta afinidade por sequéncias ricas em citosina e guanina, especialmente na
presenga de ions metalicos como o magnésio (Mg?"). Essa interagdo impede processos
essenciais a viabilidade celular, como a replicacdo e a transcrigdo do material genético
(Chakrabarti; Dasgupta; Bhattacharyya, 2000). Além disso, em razao de sua capacidade de se
associar a0 DNA e emitir fluorescéncia, as cromomicinas tém sido amplamente empregadas
como sondas fluorescentes na marcagdo de acidos nucleicos (Brammer; Toniazzo; Poersch,
2015).

Guimaraes e colaboradores (2014) investigaram os efeitos da cromomicina A2 (CA2)
sobre células de melanoma humano, destacando seu potencial como agente antitumoral. Os
autores demonstraram que a CA2 reduz significativamente a viabilidade celular de forma
concentragdo-efeito, tendo a autofagia como principal mecanismo de morte celular induzido.
Evidéncias dessa atividade incluiram a formag¢dao de autofagossomos e o aumento da
expressdo da proteina LC3-II, um marcador classico da ativagao autofagica.

Adicionalmente, os resultados indicaram que a CA2 inibe a via de sinalizagdo
Akt/mTOR, conhecida por suprimir a autofagia em condigdes fisioldgicas normais. Esse

achado refor¢a a hipotese de que a ativacao autofagica observada decorre da agdo direta da
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substancia sobre essa via regulatoria (Guimardes et al., 2014). Importante destacar que o
processo de morte celular ndo foi acompanhado por marcadores caracteristicos de apoptose,
sugerindo que a CA2 pode representar uma estratégia terapéutica promissora para o
tratamento de melanomas resistentes a morte apoptotica convencional (Guimardes et al.,
2014). As cromomicinas A2 e A3 estdo representadas na Figura 4.

Figura 4 — Estrutura molecular representativa das cromomicinas A2 e A3.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O potencial terapéutico das cromomicinas A5 e A6 foi investigado por Sahm e
colaboradores (2020) como inibidores funcionais de TBX2 (T-box Transcription Factor 2),
um gene com papel relevante na tumorigénese por atuar como agente imortalizador das
células (Jacobs et al., 2000; Lingbeek, Jacobs, Van Lohuizen, 2002). Os resultados do estudo
indicaram que as cromomicinas A5 e A6 podem agir como agentes epigenéticos moduladores
da atividade de TBX2, promovendo senescéncia celular em tumores que dependem dessa via
de sinalizagdo (Sahm et al., 2020).

No estudo conduzido por Pinto e colaboradores (2020), foram isoladas e
caracterizadas quatro novas cromomicose dextrorrotatorias — cromomicina A5 (CAS),
cromomicina A6 (CA6), cromomicina A7 (CA7) e cromomicina A8 (CAS), representadas na
Figura 5 — a partir de uma cepa de Streptomyces associada ao cnidario Palythoa

caribaeorum, coletado no litoral brasileiro.
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Figura 5 — Estrutura molecular representativa das cromomicinas A5 a A8
isoladas de Streptomyces sp.
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Fonte: Pinto et al. (2020, com adaptagoes)..

Os compostos isolados foram avaliados quanto a sua atividade citotoxica in vitro em
diferentes linhagens tumorais humanas. Os resultados demonstraram que as cromomicinas
exibiram potente e seletiva atividade antiproliferativa, com destaque para a cromomicina AS,
com valores de concentragdo inibitoria média (Cls) na faixa nanomolar, evidenciando seu
elevado potencial antineoplésico (Pinto et al., 2020).

Floréncio e colaboradores (2022) demonstraram que a incubagdo de células de
melanoma murino B16-F10 com CAS5 resultou em redugdo significativa da viabilidade
celular, associada a liberacdo de marcadores tipicos da morte celular imunogénica (MCI).
Entre os achados dos autores estdo a exposi¢ao da calreticulina (CRT) na superficie celular,
bem como a liberacao extracelular de ATP e da proteina HMGB1, moléculas que atuam como
sinais fagociticos e de alerta para o sistema imunologico (Floréncio ef al., 2022).

Além disso, a vacinacdo de animais com células tumorais (B16-F10) incubadas com CAS5

promoveu a maturacdo das células dendriticas, evidenciada pelo aumento da expressdo de
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moléculas co estimuladoras (CD80 e CD86, respectivamente cluster of differentiation 80 e
86), pela produgdo de citocinas pro-inflamatérias, ativagdo de linfocitos com atividade
antitumoral contra B16-F10, indicando o estabelecimento de uma resposta imune antitumoral
(Floréncio et al., 2022). Além disso, com um experimento de vacinacao seguido de desafio de
animais com células B16-F10 viaveis, observou-se o controle eficiente do crescimento
tumoral (Floréncio et al., 2022).

No contexto de terapias citotdxicas para o cancer, a possibilidade de que a
cromomicina A5 possa também induzir morte celular imunogénica, por meio da liberacdo de
sinais de perigo (DAMPs) e consequente ativagdo da resposta imune antitumoral, amplia
ainda mais seu potencial terapéutico, alinhando-se as abordagens mais modernas da
imunoterapia do cancer (Bezu et al., 2015; Floréncio et al., 2022).

Com a crescente compreensdao dos mecanismos de resisténcia tumoral e da interagdo
entre tumor e sistema imune, a investigagdo aprofundada da cromomicina A5 pode confirmar
a identificagdo de compostos inovadores com aplicagdo clinica relevante no combate ao
melanoma metastatico e outros tipos de cancer agressivo (Green et al., 2009; Hanahan, 2022;

Kroemer et al., 2022).
2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O cancer permanece como um dos maiores desafios em satde publica global, sendo
uma das principais causas de mortalidade por doenca nos paises desenvolvidos e a segunda
nos paises em desenvolvimento (WHO, World Health Organization, 2022). Proje¢des do
GLOBOCAN (2020) indicam que, nas proximas duas décadas, o nimero de novos casos pode
alcancar 22 milhdes em todo o mundo, o que reforca a necessidade de aprimoramento
continuo das estratégias terapé€uticas disponiveis. No Brasil, o cendrio ndo ¢ diferente: o
cancer apresenta elevada incidéncia e relevancia epidemiologica, com impactos significativos
sobre o sistema de saude, tanto no aspecto clinico quanto socioecondmico (INCA, 2023).

A quimioterapia e a imunoterapia constituem abordagens terapé€uticas essenciais no
combate a diversos tipos de neoplasias (Galluzzi et al., 2017). Embora a quimioterapia esteja
associada a multiplos efeitos adversos em pacientes oncoldgicos, ela ainda representa a
estratégia de tratamento mais amplamente empregada, proporcionando, em muitos casos,
aumento da sobrevida e maior probabilidade de cura (Galluzzi et al., 2020).

Nos ultimos anos, a imunoterapia tem se destacado como uma alternativa inovadora
no tratamento do cancer, incluindo o melanoma. Os agentes imunoterapicos atuam por

diferentes mecanismos com o propdsito comum de desencadear uma resposta imune dirigida
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contra o tumor (Chattopadhyay et al., 2024). Essa abordagem tem demonstrado elevada
eficacia clinica e apresenta menor frequéncia de efeitos colaterais quando comparada a
quimioterapia tradicional (Chattopadhyay et al., 2024).

Entretanto, a aplica¢do clinica da imunoterapia ainda ¢ limitada por seu alto custo,
restringindo seu acesso em larga escala (Chen; Chang; Cheng, 2017). Nesse contexto, a
identificagdo e o desenvolvimento de novas moléculas com propriedades imunogénicas
antitumorais, capazes de induzir respostas imunes duradouras e com perfil de toxicidade
reduzido, tornam-se estratégias promissoras no aprimoramento do tratamento oncologico (Yu
etal.,2019).

Mesmo com o avango no desenvolvimento de diversos agentes antineoplasicos, ainda
se observam limitagdes importantes no sucesso terapéutico, como falhas nos esquemas de
tratamento, elevadas taxas de recidiva, redugdo da sobrevida e toxicidades associadas as
terapias convencionais (Knezevic; Clarke, 2020).

No entanto, a investigagdo de novos produtos naturais, especialmente aqueles
provenientes de organismos marinhos, pode oferecer novas opgdes terapéuticas. A natureza
farmacoldgica de alguns desses compostos — sua capacidade de tanto induzir citotoxicidade
quanto estimular uma resposta imunolégica — pode fornecer abordagens terapéuticas
inovadoras (Yun; Kim; Lee, 2019).

Diversos farmacos ja aprovados para uso clinico demonstraram capacidade de induzir
MCI, entre eles a doxorrubicina, a ciclofosfamida, a oxaliplatina e a mitoxantrona (Zitvogel et
al.,2013). A doxorrubicina, por exemplo, ¢ amplamente empregada no tratamento de diversos
tipos de cancer, como mama, linfomas e sarcomas, sendo um dos principais modelos de
indutor de MCI (Casares et al., 2005). A oxaliplatina, utilizada em cancer colorretal, também
induz MCI de maneira eficiente, enquanto a ciclofosfamida, além de seu efeito citotdxico,
pode modular o microambiente tumoral imunossupressor, ampliando a resposta imunogénica
(Bains et al., 2020; Bezu et al., 2015; Wang et al., 2022).

Desta forma, a morte celular imunogénica (MCI) pode ser explorada como uma
inovagdo para desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento do cancer, ao combinar
os efeitos citotdoxicos dos quimioterapicos com a ativagdo do sistema imunologico contra as
células tumorais (Galluzzi et al., 2024). Diferentemente das formas classicas de morte celular,
como apoptose e necrose, a MCI ¢ caracterizada pela liberagdo de sinais de alarme
imunologicos que promovem o reconhecimento ¢ a eliminacao das células tumorais pelas
células do sistema imune (Kepp et al., 2014).

Essas evidéncias t€ém impulsionado a busca por novos compostos quimioterapicos
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capazes de induzir MCI, especialmente em neoplasias refratdrias as terapias convencionais,
como o melanoma metastatico. A identificagdo e o desenvolvimento de agentes com esse
perfil representam uma estratégia terapéutica inovadora, com potencial para redefinir o
tratamento de tumores agressivos e resistentes.

O melanoma ¢ uma neoplasia maligna caracterizada por alta agressividade, baixa
incidéncia relativa, porém elevada letalidade, ganhando destaque no cenario oncoldgico. Sua
rapida capacidade de metastatizagdo e resisténcia aos quimioterapicos disponiveis evidenciam
a necessidade urgente de novas abordagens terapéuticas para seu controle (Dimitrova; Weber,
2024). Adicionalmente, cerca de 90% dos casos de melanoma apresentam ativagdo anormal
da via de sinalizagdo MAPK, resultando na desregulagdo do ciclo celular e na inibi¢do da
apoptose (Atkins et al., 2023). Entre as mutagdes mais frequentemente associadas a essa via,
destaca-se a alteracdo no gene BRAF, especialmente a variante VO60OE (Leonardi et al., 2018).
A forma mutada exibe atividade quinase cerca de 500 vezes superior & da proteina BRAF do
tipo selvagem, promovendo proliferacdo celular descontrolada e evasdo dos mecanismos
fisiologicos de morte celular programada (Rager et al., 2022).

Assim, a investigacdo de compostos bioativos com potencial de agdo sobre
mecanismos moleculares capazes de induzir uma resposta imune sistémica e duradoura,
promovendo a apresentacdo das células tumorais ao sistema imune, representa um avango
promissor na imunoterapia do melanoma metastatico (Pavri et al, 2016; Kuijpers; Van
Akkooi, 2024).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avangar na translagdo da
cromomicina A5, previamente caracterizada por Floréncio e colaboradores (2022) como
indutora de morte celular imunogénica em modelos murinos. A proposta central desta
dissertacdo consistiu em investigar a ocorréncia desses mesmos eventos em uma linhagem
celular humana portadora da mutacio BRAF V600E, visando validar seu potencial
terapéutico em um modelo mais representativo da aplicacdo clinica, especialmente por sua

alta relevancia médica e agressividade tumoral.
3. OBJETIVOS
3.1.  Objetivo geral

Investigar a indu¢do de marcadores fenotipicos de morte celular imunogénica em

células de melanoma metastatico humano pela cromomicina AS.
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3.2.  Objetivos especificos

. Avaliar o efeito citotoxico in vitro da cromomicina A5 em células de melanoma
metastatico humano da linhagem SK-MEL-28;
II.  Avaliar marcadores fenotipicos in vitro em células SK-MEL-28 incubadas com CAS;
III.  Avaliar a expressdo de genes relacionados a apoptose, autofagia e estresse do reticulo

endoplasmatico em células SK-MEL-28 incubadas com CAS.
4. METODOS E TECNICAS
4.1. Planejamento Experimental

A cromomicina A5 (CAS), utilizada neste estudo, foi produzida por meio do cultivo
da cepa bacteriana Streptomyces sp. BRA-384, seguindo o protocolo descrito por Marinho
(2021), e posteriormente isolada conforme metodologia estabelecida por Pinto e
colaboradores (2020). Estudo anterior do nosso grupo demonstrou que a CAS ¢é capaz de
induzir morte celular imunogénica (MCI) em modelos murinos de melanoma metastatico
(Floréncio et al., 2022).

A linhagem celular humana SK-MEL-28, representativa do melanoma metastatico, foi
empregada em todos os experimentos, sendo cultivada sob condicdes padrao (descritas no
ANEXO I). A atividade citotoxica da CAS5 foi inicialmente avaliada pelo ensaio de
sulforrodamina B (SRB), com incubagao das células por 24 horas.

Com base nos resultados de viabilidade, experimentos subsequentes foram realizados
para elucidar os mecanismos moleculares associados a morte celular induzida pela CAS. As
células foram novamente incubadas com a molécula por 24 horas e submetidas a analise por
citometria de fluxo, com o objetivo de avaliar a integridade da membrana plasmatica,
alteracdes morfologicas, externalizagao da calreticulina (CRT) e liberagdo da proteina nuclear
HMGBI.

Adicionalmente a expressao de genes relacionados a apoptose, autofagia e estresse do
reticulo endoplasmatico foi quantificada por meio da reacdo em cadeia quantitativa da
polimerase (QPCR). A doxorrubicina foi empregada como controle positivo em experimentos
de citometria de fluxo, por ser um quimioterapico amplamente utilizado e conhecido como

indutor de MCI. O planejamento experimental encontra-se detalhado na Figura 6.
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Figura 6 — Planejamento experimental do estudo desenvolvido.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2. Obtencao da cromomicina A5
4.2.1. Crescimento da cepa bacteriana

O processo de cultivo da cepa bacteriana e obtengdo da cromomicina AS foi
desenvolvido e otimizado por Marinho (2021), estando representado de forma esquematica na
Figura 7. Conforme o protocolo estabelecido, a cepa Streptomyces sp. BRA-384, previamente
criopreservada no banco de microrganismos marinhos (MicroMarin) do Laboratorio de
Bioprospeccao e Biotecnologia Marinha (LaBBMar), foi inicialmente reativada. Essa etapa
consistiu na transferéncia do conteudo descongelado do criotubo (aproximadamente 2 mL)
para 100 mL de meio Al liquido (composto por amido, peptona, extrato de levedura e dgua
salgada artificial, simulando condigdes marinhas), em frasco tipo Erlenmeyer, sob condi¢des
estéreis.

Ap6s oito dias de incubacdo sob agitagdo orbital a 120 rpm, em temperatura ambiente
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(25 °C), aliquotas de 500 pL foram transferidas para placas de Petri contendo meio Al sélido
(semelhante ao meio Al liquido, contudo, adicionado de agar), para promover o crescimento
e a esporulagao da cepa. Ap6s mais oito dias de incubagdo, as placas contendo o crescimento
bacteriano foram utilizadas para o processo de extracdo do extrato bruto, contendo os

metabolitos secundarios de interesse, entre eles a cromomicina AS.
4.2.2. Extracio, isolamento e obtencio da cromomicina AS

Dando continuidade ao protocolo previamente estabelecido por Marinho (2021), as
placas de Petri contendo o microrganismo cultivado em meio Al sélido foram fragmentadas
com o auxilio de uma espatula em pequenos pedacos, com o objetivo de ampliar a area de
superficie exposta, reduzindo o volume de solvente necessario. Em seguida, os fragmentos
foram transferidos para béqueres. Posteriormente, adicionou-se acetato de etila aos béqueres
até a completa imersao do material. As amostras foram submetidas a banho de sonicagdo por
20 minutos a 35°C, com a finalidade de liberar os metabodlitos secundarios do substrato
solido. O procedimento de extragdo por sonicagdo e filtragdo foi repetido trés vezes
consecutivas, a fim de maximizar o rendimento dos compostos bioativos.

O conteudo liquido obtido foi filtrado por meio de funis contendo algodao, e o filtrado
foi coletado em baldes apropriados para evaporacao do solvente. Os baldes foram acoplados
ao rotaevaporador, onde o acetato de etila foi removido sob pressao reduzida até a completa
secagem. Os extratos concentrados foram transferidos para frascos de vidro previamente
tarados e deixados sob exaustdo em capela, visando a eliminag¢do de residuos do solvente.
Apds completa secagem, os frascos foram armazenados em condi¢des controladas até sua
utilizacao nas analises bioldgicas.

A extracdo dos compostos produzidos pela cepa Streptomyces sp. BRA-384 foi
realizada em colaboracdo com o Dr. Francisco Chagas Pinto e a Profa. Dra. Otilia Loiola
Pessoa, ambos do Laboratério de Analise Fitoquimica de Plantas Medicinais (LAFIPLAM),
da Universidade Federal do Ceara (UFC). A seguir, o isolamento e a purificagdo da
cromomicina A5 foram conduzidos pelo Dr. Francisco Chagas Pinto por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High-Performance Liquid
Chromatography), utilizando protocolos previamente validados no LAFIPLAM.
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Figura 7 — Etapas do processo de crescimento da cepa de Streptomyces sp.
BRA-384 e obtencao do extrato bruto de cromomicinas.
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Fonte: Elaborado pelo autor através do software Biorender.
4.3. Avaliacao da atividade citotoxica in vitro

4.3.1. Ensaio de sulforodamina B (SRB)

A atividade citotoxica da CAS5 foi avaliada pelo ensaio de SRB, conforme
metodologia descrita por Skehan et al. (1990) com adaptacdes. Este ensaio baseia-se na
ligacdo do corante SRB, uma aminoxantina anionica, a residuos basicos de aminoacidos em
proteinas celulares fixadas em meio &cido, permitindo a quantificacdo indireta da densidade
celular por espectrofotometria.

Células da linhagem de melanoma metastatico humano SK-MEL-28 foram semeadas
em placas de 96 pogos na densidade de 3 x 10* células/mL e incubadas por 24 horas. A CAS,
diluida em dimetilsulféoxido (DMSO) a 0,4% (veiculo), foi entdo adicionada em
concentragdes crescentes (0,064 nM a 1000 nM), utilizando dilui¢des seriadas em razdo 2. As
células foram incubadas com os compostos em volume final de 200 pL, sob 5% de CO: a
37°C, por 24 horas. O controle negativo consistiu em células tratadas apenas com DMSO

0,4%.
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Ap0s a incubacdo, o sobrenadante foi removido e as células foram fixadas com acido
tricloroacético (TCA) a 10%, permanecendo a 4°C por pelo menos 1 hora. Posteriormente, as
placas foram lavadas cinco vezes com agua destilada e secas até a completa eliminagdo de
umidade aparente. Adicionou-se 100 pL de solu¢do de SRB 0,4% (em &cido acético 1%) a
cada pogo, seguido de incubagao a 37°C por 30 minutos.

O corante ndo ligado foi removido mediante cinco lavagens com acido acético 1%,
assegurando-se a limpeza das paredes dos pogos. O corante ligado as proteinas foi
solubilizado com 200 pL de tampdo Tris Base 10 mM (previamente resfriado a 4°C), sob
agitacdo em mesa agitadora por 10 minutos a temperatura ambiente. A absorbancia foi
medida em leitor de microplacas a 570 nm.

Os dados de absorbancia foram normalizados utilizando as seguintes equagdes:

. Efeito Citostatico (T 2 TO e T < CN): % Proliferacédo Celular = 100
X (T — TO) / (CN — TO)
o Efeito Citotoxico (T < TO): % Proliferacao Celular = 100 x (T - TO) / TO

e Onde: T = Absorbancia das células tratadas com amostra; TO = Absorbancia

das células no tempo zero; CN = Absorbancia do controle negativo.

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. As curvas dose-resposta
(absorbancia % concentracdo) foram analisadas por regressao ndo linear no software GraphPad
Prism 8.0 para determinacdo dos pardmetros Clso (concentragdo inibitoria média), CIT

(inibigao total do crescimento) e CLso (concentracao letal média).

4.4. Estudo dos efeitos da cromomicina AS em células SK-MEL-28 por

citometria de fluxo

A andlise de citometria de fluxo foi realizada para avaliar os efeitos da CAS5 sobre
células da linhagem de melanoma metastatico humano SK-MEL-28. O método permitiu a
avaliagdo de caracteristicas fisicas (dispersdo frontal - FSC, do inglés Forward Scatter e
lateral - SSC, do inglés Side Scatter) e fluorescentes, utilizando marcadores apropriados
(Givan, 2011).

As células SK-MEL-28 foram semeadas em placas de 24 pocos na densidade de 3 x
10* células/mL e incubadas por 24 horas nas concentragdes de 3 ¢ 10 nM de CAS, conforme
especificado nos experimentos subsequentes. O controle negativo consistiu em células

incubadas com dimetilsulfoxido (DMSO) a 0,4%, enquanto o controle positivo foi composto



34

por cé¢lulas incubadas com doxorrubicina a 100 nM. Apds o periodo de incubagdo, os
protocolos especificos de coloragdo e aquisicdo foram conduzidos conforme o objetivo de

cada ensaio.
4.4.1. Estratégia de gates

Os dados de citometria de fluxo foram adquiridos coletando 10.000 eventos por
amostra e analisados mediante estratégia de gates sequencial para exclusdo de debris e
doublets.

Inicialmente, gerou-se um grafico de dispersdo (dot plot) de FSC versus SSC com
todos os eventos detectados. Uma regido de gate (Todas as células) foi aplicada para
selecionar a populagdo de células viaveis, excluindo debris e outliers.

Em seguida, a populacdo selecionada foi analisada em um novo grafico de FSC-Altura
(FSC-H) versus FSC-Area (FSC-A) para discriminar single cells (eventos simples). Um gate
adicional foi aplicado para selecionar exclusivamente eventos unicos (eventos simples).

Este protocolo de gates foi aplicado como padrao de pré-processamento a todas as
amostras. As analises subsequentes basearam-se exclusivamente na populagao de single cells

especificas para cada protocolo, conforme ilustrado na Figura 8.

Figura 8 — Estratégia de gates para citometria de fluxo.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Graficos no formato dot plot, contendo os gates de “todas as células” e
eventos simples”, comuns a todos os testes realizados por citometria de fluxo, obtidos a partir dos pardmetros

morfologicos.
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4.4.2. Analise de dados

A analise dos dados de citometria de fluxo foi realizada no software FlowJo v.10.6. Os
resultados foram expressos como porcentagem de populagdes celulares ou intensidade
mediana de fluorescéncia (MFI, do inglés Median Fluorescence Intensity), conforme o
parametro analisado e objetivo em cada ensaio.

A andlise estatistica foi conduzida no software GraphPad Prism 8.0, utilizando-se a
analise de variancia unidirecional ANOVA seguida pelo teste de Dunnett (comparagdes

multiplas versus controle), com significancia estatistica definida de 5% (p < 0,05).
4.4.3. Avaliacao da morfologia celular por citometria de fluxo

A morfologia celular foi avaliada pelos efeitos da CA5 (3 ¢ 10 nM) em células
SK-MEL-28. Apo6s 24 horas de incubacdo, as células foram tripsinizadas e coletadas em
microtubos para analise por citometria de fluxo.

Nesta andlise, parametros fisicos intrinsecos (dispensando fluorocromos) foram
utilizados: FSC (tamanho celular) e SSC (complexidade interna/granulosidade). A estratégia
de gates seguiu a Figura 9, com resultados expressos como porcentagem das populagdes
celulares.

Figura 9 — Estratégia de gates para analise de morfologia celular.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: A partir do gate de “eventos simples”, é criado um novo grafico dot plot
com os pardmetros morfologicos (FSC x SSC). Nesse grafico, sdo definidos os gates para a selecdo das
populagdes de células com volume reduzido, alta granulosidade granulosas e fenodtipo normal. Esses gates

indicam a porcentagem de cada populagdo, valores que sdo posteriormente analisados estatisticamente.

4.4.4. Avaliacdo da perda da integridade de membrana

Células que ja estdo mortas ou em processo de morte tendem a perder a integridade da

membrana plasmatica e, com isso, sua fun¢dao de permeabilidade seletiva. Para investigar essa
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caracteristica, foi utilizado o fluorocromo DAPI (4',6'-diamidino-2-fenilindol), que possui
afinidade especifica pelo DNA de fita dupla. No entanto, esse corante so € capaz de atravessar
membranas danificadas, de modo que células com membranas preservadas ndo apresentam
fluorescéncia. Assim, a emissdo azul do DAPI (com excitacdo em 405 nm e detector em
448/45 nm) possibilita a deteccdo de células inviaveis (Hamada; Fujita, 1983).

Apbs o tempo de incubacgdo, as células foram retiradas da placa por tripsinizagdo para
soltura, centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos, e o pellet obtido foi ressuspenso em 200 puL
de uma solucdo de DAPI a 2 pg/mL. Apds 5 minutos de incubagdo, as amostras foram
lavadas com PBS para retirar o excesso do corante e, em seguida, foram analisadas em
citometro de fluxo seguindo a estratégia de gates da Figura 10. A intensidade da fluorescéncia
emitida estd diretamente associada a quantidade de células com membrana comprometida.

Figura 10 — Estratégia de gates na citometria de fluxo para analise e
aquisi¢do de dados da integridade de membrana.
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dot plot, selecionando o filtro correspondente a fluorescéncia do DAPI. Nesse grafico, ¢ definido o gate paraa
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selecdo da populagdo de células mortas, apresentando volume reduzido e a membrana plasmatica rompida. O

gate DAPI+ indica a porcentagem de células mortas, do qual o valor foi utilizado para a analise estatistica.

4.4.5. Avaliacdo da externalizacio de calreticulina na superficie da

membrana plasmatica

A exposi¢ao da chaperona calreticulina (CRT) na membrana plasmatica ocorre como
resposta ao estresse do reticulo endoplasmatico (RE), caracterizando-se como evento inicial
da morte celular imunogénica (MCI). Superficializada, a CRT atua como sinal de fagocitose ,
mediando o reconhecimento por células fagociticas (Galluzzi et al., 2017).

A deteccao da exposicdo da CRT foi feita pelo uso do anticorpo priméario anti-CRT
ndo conjugado, seguido por anticorpo secundario conjugado com Alexa Fluor 488 (A_em: 520
nm). Para discriminar células viaveis, utilizou-se DAPI (A_em: 457 nm), com a finalidade de
avaliar a integridade membranar. Esta etapa assegura que a CRT detectada derive
exclusivamente de células vidveis com membrana intacta.

Para marcacdo extracelular, as células foram tripsinizadas e centrifugadas sob
refrigeragdo. As amostras foram entdo incubadas com anticorpo primario anti-CRT (1:100)
por 40 minutos (em gelo e no escuro). Apos lavagem com PBS, procedeu-se a incubagdo com
anticorpo secundario Alexa Fluor 488 (1:400) por 40 minutos nas mesmas condi¢des. Nos 5
minutos finais, adicionou-se DAPI (2 uM) para avaliar a integridade da membrana,
distinguindo células viaveis das com membrana comprometida.

Os tubos preparados foram centrifugados, com as células ressuspendidas em tampao
FACS e analisadas por citometria de fluxo. A exposicao superficial de CRT foi quantificada
pela intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) do Alexa Fluor 488 e percentual de células
marcadas (CRT+) , utilizando estratégia de gates conforme Figura 11.

Figura 11 — Estratégia de gates na citometria de fluxo para analise e
aquisicdo de dados sobre a exposi¢ao de calreticulina na membrana
plasmatica.

1. Todos os eventos 2. Todas as células
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: A partir do gate de “eventos simples”, foi criado um grafico dot plot para
verificar a fluorescéncia do DAPI, selecionando a populagdo correspondente ao gate DAPI’, ou seja, células com
membrana integra. Em seguida, um novo grafico dot plot foi gerado a partir desse gate para avaliar a
externalizacdo de calreticulina (CRT), cruzando-se o parametro de fluorescéncia do fluoroforo Alexa Fluor 488
com o parametro de tamanho celular (FSC). A analise focou nas células com volume reduzido e positividade
para Alexa Fluor 488, indicativas de exposi¢do de CRT. Os valores de intensidade mediana de fluorescéncia
(MFI) e a porcentagem dessa populacao foram utilizados nas analises estatisticas, visando a comparagao entre os

diferentes grupos experimentais.
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4.4.6. Avaliacido da liberacdo da HMGBI1

A proteina nuclear HMGB1 ¢ um marcador de morte celular imunogénica (MCI), cuja
liberagdo ¢ considerada um dos eventos-chave (Kepp et al., 2014). Sua deteccdo por
citometria de fluxo exigiu permeabilizagdo celular para marcacao intracelular com anticorpos
e inferéncia indireta da liberagao.

Se HMGBI ¢ liberado do nucleo, o anticorpo anti-HMGB1 encontra menos alvo para
ligacdo, reduzindo a fluorescéncia do anticorpo secundario utilizado (Alexa Fluor 568).
Quando retido no ntucleo, a ligagdo abundante gera alta fluorescéncia. Assim, uma redugao da
MFI em células incubadas com amostras teste versus controle indica liberacao de HMGBI.

Para marcacdo intracelular, as células foram tripsinizadas e centrifugadas sob
refrigeragcdo. O pellet foi ressuspendido e submetido a fixacdo em solucdo de paraformaldeido
a 0,25% e lavadas com PBS. Em seguida, as células foram permeabilizadas com o detergente
Triton X-100 a 0,1% por 5 minutos e mais uma vez lavadas com PBS. As amostras foram
entdo incubadas com anticorpo primario anti-HMGBI1 (1:100) por 40 minutos (em gelo e no
escuro). Apo6s lavagem com PBS, procedeu-se a incubagdo com anticorpo secundario
conjugado com Alexa Fluor 568 (1:400) por 40 minutos nas mesmas condigdes. Nos 5
minutos finais, adicionou-se DAPI (2 uM) para garantir que a analise refletia apenas dados de
células permeabilizadas.

Para marcacdo intracelular, células foram tripsinizadas e centrifugadas sob
refrigeragdo. O pellet foi ressuspendido, fixado com paraformaldeido 0,25% e submetido a
lavagens com PBS. Apds permeabilizagao com Triton X-100 0,1% (5 min) e nova lavagem,
as amostras foram incubadas com anticorpo primario anti-HMGB1 (1:100) por 40 min (em
gelo e no escuro).

Apos nova lavagem, incubou-se com anticorpo secundario Alexa Fluor 568 (1:400)
por 40 min nas mesmas condigdes. Adicionou-se DAPI (2 uM) nos 5 minutos finais para
garantir que a analise estava sendo feita apenas com células permeabilizadas.

A reducdo na intensidade de fluorescéncia mediana e no sinal detectado do Alexa
Fluor 568 foi utilizada como parametro para quantificagdo da liberagdo de HMGB1 nuclear,

utilizando a estratégia de gates seguindo o esquema da Figura 12.
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Figura 12 — Estratégia de gates na citometria de fluxo para andlise e
aquisicao de dados sobre a liberagdo de HMGBI.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: A partir do gate de “eventos simples”, foi gerado um grafico de
histograma com a fluorescéncia do DAPI, selecionando apenas as células permeabilizadas (gate DAPI+). Em
seguida, foi criado um segundo grafico de histograma, utilizando a fluorescéncia do fluorocromo Alexa Fluor
568. A possivel redugdo na intensidade de fluorescéncia do Alexa Fluor 568 observada no grupo teste, em
comparagdo ao grupo controle, deve ser interpretada como indicativo da liberacdo de HMGBI para o meio

extracelular. Os valores de intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) obtidos nesse grafico foram utilizados na

analise estatistica para a comparacao entre os grupos experimentais.

4.5. Estudo dos efeitos da cromomicina AS por PCR quantitativa (qPCR)

Com o objetivo de elucidar os mecanismos moleculares subjacentes a agao citotoxica
da CAS na linhagem SK-MEL-28, foram avaliados dados de expressdo transcricional de 17
genes selecionados, envolvidos nas vias de autofagia, estresse do reticulo endoplasmatico e
apoptose. A analise por qPCR contemplou alvos moleculares representativos de vias criticas

associadas a morte celular regulada. Os genes relacionados a autofagia incluiram ATGS,
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BECNI1 e SQSTMI, enquanto ATF4, ATF6, CALR, HSPA4, HSPAS, JUN e XBP1 foram
analisados por sua participacdo na resposta ao estresse do reticulo endoplasmatico. No
contexto da apoptose, foram investigados BAD, BAK, BAX e BCL2. Adicionalmente,
BCL2L1, BCL2L10 e MCLI1 foram incluidos devido a sua reconhecida associagdo com
mecanismos de quimiorresisténcia tumoral (Garcia-Aranda, Pérez-Ruiz e Redondo, 2018).

Para a andlise da expressdo génica, células da linhagem SK-MEL-28 foram cultivadas
em placas até atingirem aproximadamente 80% de confluéncia. Apds 24 horas de incubagdo
com a CAS, amostras de material nuclear foram coletadas com 1 mL de TRIzol para extragdo
do RNA total, realizada nos tempos de 6 e 24 horas. O processo incluiu a adi¢cdo de
cloroformio, precipitacdo com isopropanol e lavagem com etanol a 70%, conforme o
protocolo recomendado pelo fabricante. Apos secagem a temperatura ambiente, o RNA foi
ressuspenso em agua livre de RNAse, sendo sua concentracdo e pureza avaliadas pela razao
de absorbancia 260/280.

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 1 pg de RNA total. A reagdao de qPCR foi
conduzida em volume final de 12 pL por reagdo, contendo os primers especificos. O gene
ACTB foi utilizado como gene de referéncia para normalizagdo da expressao.

A expressdo relativa de cada gene foi calculada usando a equagdo 2 s.cr (Livak;
Schmittgen, 2001). O mapa de calor foi gerado no software Multiple Experiment Viewer
(MeV) 4.9.0 (Saeed et al., 2003). A andlise de rede génica foi realizada com os genes
diferencialmente modulados por meio da ferramenta GeneMANIA (Warde-Farley et al.,
2010). A anélise estatistica foi conduzida no software GraphPad Prism (versdo 8.0, GraphPad
Software), utilizando andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Dunnett,

considerando-se diferengas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
5.  RESULTADOS
5.1.  Atividade citotoxica in vitro da cromomicina AS (CAS)

Para avaliar o efeito citotoxico da CAS e determinar as concentragdes apropriadas para
os experimentos subsequentes, a CAS5 foi incubada com as células em diferentes
concentragdes por 24 horas. Os valores de concentragdo inibitéria média (Clso), concentragao
inibitoria total (CIT) e concentracdo letal média (CLs) foram estimados por meio de
interpolagdo de regressdo ndo linear, a partir dos dados normalizados com base no percentual
de crescimento celular em relagdo ao controle negativo (DMSO), demonstrados pela Figura

13.
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Apds a caracterizagdo do perfil citotoxico da CAS em diferentes concentragdes,
utilizando o ensaio de sulforrodamina B (SRB), foram realizados estudos adicionais para a
investigacdo dos mecanismos de a¢ao da molécula. Para isso, os experimentos prosseguiram
com ensaios de exposicdo de sinais imunogénicos por citometria de fluxo e andlise da

expressao génica por PCR quantitativo (QPCR).

Figura 13 — Efeito da cromomicina A5 sobre a proliferagao celular
em células da linhagem SK-MEL-28.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Curvas de concentragdo-efeito da CAS5 em células da linhagem
SK-MEL-28 apds 24 horas de incubac¢do. Os dados foram calculados por meio de interpolacdo ndo linear e estao
apresentados como média + desvio padrdo, obtidos a partir de trés experimentos realizados em triplicata. Os
valores correspondentes a Cls, CIT e CLso estdo indicados ao lado dos graficos. As barras de desvio padrdo
ausentes ndo foram omitidas, mas estdo ocultas devido estarem encobertas pelo proprio simbolo de marcacdo do

grafico, em razdo de seu tamanho reduzido.

5.2. Avaliacao dos efeitos da cromomicina A5 em células SK-MEL-28

5.2.1. Condicoes experimentais para testes de citometria de fluxo e PCR

quantitativa (qPCR)

A CAS foi avaliada quanto ao seu potencial citotoxico na linhagem SK-MEL-28 por
meio do ensaio de sulforrodamina B (SRB). A andlise da curva concentragao-resposta indicou
que a CAS5 foi eficaz em induzir morte celular regulada, apresentando uma concentragao
inibitoria total (CIT) de 3,92 nM e concentragao letal média (CLso) de 111 nM.

Com base no valor de CIT, foram selecionadas para os experimentos subsequentes as
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concentragdes de 3 e 10 nM, a fim de garantir uma representagdo adequada dos efeitos
farmacologicos em curvas logaritmicas de concentracdo, facilitando a visualizagdo de
respostas concentracao-efeito.

O tempo de incubagdo de 24 horas foi adotado nos ensaios de citometria de fluxo, por
representar um intervalo adequado para a deteccdo de alteragdes morfoldgicas significativas e
de integridade celular. Para a analise de expressdo génica por qPCR, foram selecionados os
tempos de 6 e 24 horas, com o objetivo de captar variagdes na regulacdo génica ao longo do
tempo, permitindo a identificacdo de eventos precoces e tardios na resposta celular a

exposicao a CAS.
5.2.2.  Alteracoes na morfologia celular

A apoptose ¢ o tipo de morte celular regulada mais amplamente conhecido, sendo
induzida por diversos fAirmacos, principalmente por meio da via intrinseca (Tian et al., 2024).
Durante as fases iniciais desse processo, as c€lulas podem apresentar alteragoes morfologicas
caracteristicas, como o encolhimento celular (Wickman; Julian; Olson, 2012).

A Figura 14 (A, B) demonstra um aumento na granulosidade celular ap6s incubagao
com CAS5 nas concentragdes de 3 e 10 nanomolar (nM), em comparagdo ao controle negativo.
Observa-se, ainda, uma redugdo no volume celular, acompanhada por uma diminui¢do do
numero de células normais, compativel com a morte celular regulada. A anélise por
microscopia (Figura 14C) confirmou a redu¢do das populagdes de células morfologicamente
normais em todas as condi¢des testadas, com destaque para o grupo incubado com
doxorrubicina (controle positivo), resultado que corrobora os dados obtidos por citometria de

fluxo.



SSC-A

Fenotipo normal (%)

44

Figura 14 — Avaliagdo de alteracdes na morfologia celular da
linhagem SK-MEL-28 apds incubagdo com cromomicina A5 e controles em

24 horas.
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Dox CAS5 10 oM

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: A. Representag¢do da morfologia das células
SK—MEL-28 ap6s 24 horas de incuba¢ao com CAS5 nas concentracdes de 3 nM e 10 nM,
com doxorrubicina a 100 nM (Dox) como controle positivo e dimetilsulféxido (DMSO)
a 0,4% como controle negativo (C-—). B. Percentual de células com morfologia normal, volume

reduzido e alta granulosidade, obtido a partir de trés experimentos com trés réplicas cada. Os dados estio
expressos como média + desvio padrdo submetidos a analise de varidncia (ANOVA) seguido do pos-teste de
Dunnett. O valor de significancia estatistica (p), comparado ao controle negativo, estd indicado sobre as barras
dos grupos teste; ns = ndo significativo. C. Imagens obtidas por microscopia Optica em contraste de fase,
ilustrando as alteragdes morfologicas das células SK-MEL-28 incubadas com as mesmas concentragdes

mencionadas anteriormente.

5.2.3.  Alteracdes na integridade da membrana plasmatica

A Figura 15 (A, B) apresenta dados referentes a integridade da membrana plasmatica
como indicativo de viabilidade celular, evidenciando um aumento na morte celular apos a
incubac¢do com a CAS, nas concentragdes de 3 ¢ 10 nanomolar (nM), e com doxorrubicina, na

concentragdo de 100 nanomolar (nM), em comparagdo ao controle negativo.
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Figura 15 — Avaliacdo da integridade de membrana da linhagem
SK-MEL-28 apds incubagao com cromomicina A5 e controles em 24 horas.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: A. Avaliacdo da integridade de membrana das células
SK—MEL-28 ap6s 24 horas de incubagcdo com cromomicina A5 (CA5) nas
concentracdoes de 3 nM e 10 nM, utilizando doxorrubicina a 100 nM (Dox) como
controle positivo e dimetilsulféxido (DMSO) a 0,4% como controle negativo (C-). B.
Percentual de células com membrana permeavel ao fluorocromo DAPI, obtido a partir de trés experimentos
realizados em triplicata submetidos a analise de varidancia (ANOVA) seguido do pos-teste de Dunnett. Os

resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo. Os valores de significancia estatistica (p),

comparados ao controle negativo, estdo indicados sobre as respectivas barras dos grupos experimentais.

5.2.4. Avaliacdo da externalizacdo de calreticulina (CRT) na superficie da

membrana plasmatica

As células incubadas com CAS5, nas concentragdes de 3 e 10 nM, e com
doxorrubicina, na concentragdo de 100 nM, apresentaram aumento na externalizagao de CRT
na membrana plasmatica em comparagdo ao grupo controle negativo, composto por células

incubadas apenas com DMSO a 0,4%.



Figura 16 — Avaliacdo da externaliza¢do da celreticulina da linhagem
SK-MEL-28 apds incubagao com cromomicina A5 e controles em 24 horas.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: A. Graficos representativos de contour plot demonstrando a
correlacdo entre a exposicdo de calreticulina (CRT) e o tamanho celular
(parametro de dispersao frontal, FSC) por citometria de fluxo, em células
SK—MEL-28 incubadas por 24 horas com CA5 nas concentragdes de 3 nM e 10 nM.
Doxorrubicina a 100 nM (Dox) foi wutilizada como controle positivo, e
dimetilsulfoxido (DMSO) a 0,4% como controle negativo (C—). B. Porcentagem de células que
apresentaram reducdo de volume celular e exposi¢do de CRT, com dados obtidos a partir de trés experimentos,
realizados em triplicata submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguido do pods-teste de Dunnett. Os
resultados sdo expressos como média + desvio padrdo, e os valores de significancia estatistica (p), em
comparagdo ao controle negativo, estdo indicados sobre as respectivas barras dos grupos experimentais. C.
Valores da intensidade de fluorescéncia mediana (MFI) do fluorocromo Alexa Fluor 488, com dados obtidos a
partir de trés experimentos, realizados em triplicata submetidos a analise de varidncia (ANOVA) seguido do
pos-teste de Dunnett. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo, e os valores de significancia
estatistica (p), em comparagdo ao controle negativo, estdo indicados sobre as respectivas barras dos grupos
experimentais. Ao lado, o deslocamento da curva na MFI do Alexa Fluor 488 causado pela externalizagdo da

calreticulina, com respectiva marcacdo ¢ aumento da fluorescéncia das células marcadas.

5.2.5. Avaliacao da liberacao da HMGBI1

A liberagdo do HMGBI1 do nucleo para o meio extracelular pode ser avaliada
indiretamente pela diminui¢ao da fluorescéncia do fluorocromo Alexa Fluor 568 nas células
tratadas, em comparacdo com o controle negativo, no qual o HMGBI1 permanece
predominantemente localizado no nucleo. Nesse contexto, ndo foi observada reducdo da
intensidade de fluorescéncia do Alexa Fluor 568 nos grupos de células incubadas por 24 horas

com CAS ou doxorrubicina (Dox), conforme ilustrado na Figura 17 (A, B) .
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Figura 17 — Avaliacdo da liberagdo de HMGB1 da linhagem
SK-MEL-28 apds incubagdo com cromomicina A5 e controles em 24 horas.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: A. Intensidade de fluorescéncia relacionada a liberagio de HMGB1
nuclear em células SK-MEL-28 incubadas por 24 horas com CA5 nas concentragdes de 3 nM e 10 nM.
Doxorrubicina a 100 nM (Dox) foi utilizada como controle positivo, e dimetilsulféxido (DMSO) a 0,4%
como controle negativo (C-). B. Valores da intensidade de fluorescéncia mediana (MFI) do fluorocromo Alexa

Fluor 568, com dados obtidos a partir de trés experimentos, realizados em triplicata submetidos a analise de
varidncia (ANOVA) seguido do pods-teste de Dunnett. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrio,
e os valores de significancia estatistica (p), em comparagdo ao controle negativo, estdo indicados sobre as

respectivas barras dos grupos experimentais (quando forem significativos).
5.2.6.  Avaliacdo da expressao génica induzida pela CAS por qPCR

A CAS5 foi capaz de modular a expressao gé€nica associada as vias de autofagia,
estresse do reticulo endoplasmatico e apoptose. Dentre os 17 genes analisados, um total de 9
apresentou modulagdo significativa em resposta a incubacdo com CAS5, sendo 5 genes
regulados negativamente e 4 regulados positivamente em diferentes condi¢des na linhagem
SK-MEL-28 (Figura 18A,B).

A andlise de rede génica (Figura 18C) revelou que o tratamento com CAS promove
uma interconexao funcional entre os mecanismos de morte celular regulada, evidenciando
interacdes integradas entre os processos de apoptose, estresse de reticulo endoplasmatico e

autofagia.



Figura 18 — Avaliacdo da expressdo génica da linhagem SK-MEL-28
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genes associados ao estresse do reticulo endoplasmatico, autofagia e morte celular em células SK-MEL-28
incubadas por 6 e 24 horas com cromomicina A5 (CAS), nas concentracdes de 3 nM (A) e 10 nM (B),
normalizadas pelos niveis de mRNA do controle negativo (dimetilsulfoxido, DMSO a 0,4%). O gene ACTB foi
utilizado como referéncia endogena. A coloragdo azul indica niveis reduzidos de mRNA, enquanto a coloragdo
vermelha indica niveis aumentados de expressdo. B. Representagdo grafica dos valores de expressdo génica,
apresentados em graficos de barras com dados obtidos a partir de trés experimentos realizados em triplicata
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) seguido do pos-teste de Dunnett. Os resultados sdo expressos como
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indicados sobre as respectivas barras dos grupos experimentais. C. Analise de rede dos genes modulados
significativamente pela CAS, construida por meio do banco de dados GeneMANIA (https://genemania.org/). Os
genes regulados positivamente ou negativamente no qPCR sdo representados por circulos hachurados, enquanto
os genes interativos identificados por modelagem computacional estdo indicados por fios tracejados. As
principais interagdes génicas sdo destacadas por linhas coloridas, e os seis principais processos bioldgicos

relacionados estdo ilustrados na figura.
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6. DISCUSSAO

O uso de microrganismos, especialmente bactérias do género Streptomyces, constitui
uma abordagem estratégica e sustentdvel para a prospeccdo e producdo de compostos
bioativos com potencial farmacoldgico. Esses microrganismos sdo amplamente reconhecidos
por sua capacidade de biossintese de metabolitos secundarios com propriedades
antimicrobianas, antiparasitarias e antitumorais (Jimenez; Wilke; Costa-Lotufo, 2018; Wilke
etal.,2021).

O cultivo in vitro de cepas bacterianas, como a Streptomyces sp. BRA-384, permite a
produgdo em larga escala de metabolitos bioativos, o que ¢ fundamental para atender a
demanda de material necessario as etapas de triagem farmacoldgica, bem como aos testes
pré-clinicos e estudos clinicos subsequentes (Marinho, 2021). Além disso, o cultivo em
condi¢des controladas viabiliza a padronizacdo e a reprodutibilidade dos compostos obtidos,
reduzindo a dependéncia de fontes naturais mais escassas ou ambientalmente sensiveis, como
organismos de dificil acesso (Sahm et al., 2022; Jimenez et al., 2020).

A produgao da cromomicina A5 (CAS), utilizada neste estudo, foi viabilizada por
meio do cultivo padronizado e otimizado da cepa Streptomyces sp. BRA-384 por Marinho
(2021). Essa cepa, isolada do cnidario Palythoa caribaeorum, encontra-se criopreservada no
banco de microrganismos marinhos MicroMarin. Como demonstrado por Marinho (2021),
condigdes de cultivo que simulavam o ambiente marinho aumentaram o rendimento da CAS,
além de garantir a padronizacdo e a qualidade do extrato. Essa abordagem mostrou-se
fundamental para garantir o fornecimento continuo do material necessario a execucdo deste
trabalho e a continuidade de pesquisas correlatas.

A relevancia farmacologica da CAS ja havia sido destacada por Pinto e colaboradores
(2020), que relataram sua potente atividade antiproliferativa contra diferentes linhagens
tumorais humanas, com valores de Cls na faixa nanomolar, refor¢cando seu potencial como
agente antineoplasico. Esses dados fornecem uma base so6lida para a investigagao aprofundada
de seus mecanismos de agao.

Complementando esses achados, Floréncio e colaboradores (2022) evidenciaram a
capacidade da CAS5 em induzir morte celular imunogénica (MCI) em células de melanoma
murino, caracterizada pela exposicao da calreticulina (CRT), liberacdo de ATP e da proteina
nuclear HMGBI1. Tais eventos representam sinais moleculares fundamentais para a ativagao

do sistema imunoldgico contra o tumor (Floréncio et al., 2022).
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Essas evidéncias foram ainda corroboradas pelo ensaio de vacinagdo in vivo, no qual
células tumorais previamente tratadas com a CAS5 foram utilizadas para imunizar
camundongos, seguidas de reexposicdo a células tumorais viaveis. A supressao do
crescimento tumoral observado nos animais vacinados indicou a ativa¢do de uma resposta
imune antitumoral, sugerindo o envolvimento direto do sistema imunoldgico no efeito
terapéutico promovido pela CAS5 (Floréncio et al., 2022).

O melanoma metastatico continua representando um dos maiores desafios terapéuticos
na oncologia moderna, em razdo de sua elevada agressividade, ripida capacidade de
disseminagdo e resisténcia intrinseca as abordagens terapéuticas convencionais (Pavri ef al.,
2016). Apesar dos avangos substanciais proporcionados por terapias-alvo e imunoterapias,
uma propor¢do significativa de pacientes ndo apresenta resposta satisfatéria ou desenvolve
resisténcia secundaria aos tratamentos atualmente disponiveis, o que reforca a necessidade
urgente de novas estratégias teraputicas com mecanismos de acgdo alternativos e mais
eficazes (Kudchadkar et al., 2020).

Dentre as alteragdes genéticas associadas a agressividade do melanoma, destaca-se a
mutagdo BRAF V600E, frequentemente acompanhada pela perda funcional de genes
supressores tumorais, como PTEN e TP53, e pela ativacao constitutiva da via MAPK (Sini et
al., 2018). Essa mutacdo esta presente na linhagem celular SK-MEL-28, amplamente utilizada
como modelo experimental devido a sua alta relevancia clinica. O dominio catalitico mutado
da proteina BRAF confere uma conformagao constitutivamente ativa, com atividade quinase
aproximadamente 500 vezes superior a da BRAF do tipo selvagem, resultando em
desregulacdo do ciclo celular, inibicdo da apoptose e estimulo a prolifera¢ao celular (Leonardi
etal.,2018).

Nesse contexto, ¢ relevante destacar que CAS demonstrou atividade citotoxica sobre a
linhagem SK-MEL-28 reforcando seu potencial como candidato terapéutico em linhagens
agressivas de cancer. A atividade citotoxica da CAS5 foi avaliada na linhagem de melanoma
metastatico humano SK-MEL-28 por meio do ensaio de SRB, apo6s 24 horas de incubacao
com o composto. A analise da curva concentragdo-efeito demonstrou que a CAS foi capaz de
inibir significativamente a proliferacdo celular e induzir morte celular regulada na linhagem
avaliada. A linhagem SK-MEL-28 mostrou-se sensivel a exposi¢do ao composto,
apresentando uma uma concentracdo inibitéria média (Clso) de 0,13 nM concentracao
inibitoria total (CIT) de 3,92 nM e concentragdo letal média (CLso) de 111 nM.

Apesar da intervengdo cirurgica ser eficaz no tratamento das formas iniciais do

melanoma, essa estratégia terapéutica e a quimoterapia com dacarbazina demonstram baixa
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efetividade em estdgios metastaticos da doencga, contribuindo para a reducdo da taxa de
sobrevida dos pacientes (Rager et al., 2022). Nos casos avangados, os imunoterapicos, como
ipilimumabe, nivolumabe e pembrolizumabe, tém se consolidado como opgdes terapéuticas
de primeira linha, promovendo respostas anti-citocinas superiores e com menor toxicidade em
compara¢do aos tratamentos baseados em citocinas utilizados anteriormente (Topalian et al.,
2012). Contudo, ¢ importante destacar que entre 10 e 30% dos pacientes apresentam rapida
resisténcia adquirida a essas terapias imunoldgicas, o que evidencia a urgéncia no
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas mais eficazes e duradouras (Inaba et al.,
2019).

Dessa forma, a morte celular imunogénica (MCI) destaca-se como uma abordagem
terapéutica promissora, ao aliar a eliminacao direta das células tumorais a ativagao do sistema
imunoldgico do hospedeiro. A MCI ¢ caracterizada pela liberacdo de padrdes moleculares
associados a danos (DAMPs), como calreticulina (CRT), HMGBI1 e ATP, que atuam como
sinais de alarme, promovendo a ativa¢do de células apresentadoras de antigenos (APCs) e
desencadeando uma resposta imune adaptativa especifica contra o tumor (Kroemer et al.,
2022; Garg et al., 2012).

Em condig¢oes de homeostase, os DAMPs exercem fungdes estruturais ¢ metabolicas
essenciais, ndo relacionadas a ativagdo imunoldgica. No entanto, durante a MCI, a sua
liberacao ocorre de maneira espago-temporal altamente regulada, conferindo a esses sinais a
capacidade de induzir ou amplificar respostas imunes antitumorais (Galluzzi et al., 2020).

Os resultados da analise morfologica das células SK-MEL-28 por citometria de fluxo
demonstraram que a incubagdo com a CAS provocou aumento da granulosidade celular,
acompanhado por reducdo no volume celular. A associagdo entre diminui¢do do tamanho
celular e aumento da complexidade interna sugere a ativagdo de mecanismos de morte celular
regulada, que deve ser melhor explorada posteriormente (Ibuki; Toyooka, 2012).

Além disso, o aumento da granulosidade pode ser indicativo de resposta ao estresse
celular mediado por espécies reativas de oxigénio (ROS), comumente associadas a inducgao de
autofagia ¢ formagao de autofagossomos (Ashraf et al., 2022; Gosselin et al., 2009). De
forma comparativa, a incuba¢do com doxorrubicina (Dox) — utilizada como controle positivo
— resultou em um aumento acentuado na populagdo de células com volume reduzido, sem
incremento significativo na complexidade celular. Este achado pode estar relacionado a
inducdo de morte celular regulada precocemente pela Doxorrubicina, sem danos estruturais
extensivos as organelas celulares, o que ¢ corroborado pelo aumento de quase seis vezes na

proporcao de células mortas em relagdo ao controle negativo (Hu ef al., 2021).



62

Quanto a integridade da membrana plasmatica, observou-se um aumento significativo
na proporcao de células mortas em todas as condigdes testadas com CAS, bem como no grupo
Dox, indicando a efetiva indugdo de morte celular por ambas as substincias. E vélido
ressaltar que, apesar das cromomicinas serem utilizadas em altas concentragdes como
corantes de DNA fluorescente no mesmo canal de emissdao do DAPI (Brammer; Toniazzo;
Poersch, 2015), a concentragdo utilizada nos experimentos ndo apresentou interferéncia na
analise. A auséncia de interferéncia foi confirmada por meio de controles negativos com e
sem a marcacdo pelo fluorocromo DAPI, nos quais ndo se verificou diferenga significativa na
MFI do DAPL

Os resultados obtidos, aliados as alteracdes morfologicas observadas, sugerem que a
CAS induz morte celular regulada nas células de melanoma metastatico humano. No entanto,
s30 necessarios ensaios adicionais de citometria de fluxo com o uso de marcadores especificos
de vias apoptdticas para confirmar o envolvimento da maquinaria apoptdtica nesse processo.
Embora a adaptagdo celular ao estresse possa, em alguns casos, desencadear respostas
inflamatoérias tolerogénicas locais, ¢ essencial que as células tumorais sejam efetivamente
eliminadas para que seus fragmentos sejam fagocitados por células apresentadoras de
antigenos (APCs), especialmente células dendriticas (CDs), e devidamente processados para
apresentacao antigénica (Lamberti ef al., 2020).

As células SK-MEL-28 incubadas tanto com CAS5S como com Dox apresentaram a
capacidade de externalizar CRT na superficie da membrana plasmatica. No escopo da morte
celular imunogénica (MCI), a exposi¢ao da CRT na membrana de células tumorais representa
um dos eventos iniciais cruciais para a ativagdo da resposta imune antitumoral (Kroemer et
al., 2013). A proteina, normalmente localizada no limen do reticulo endoplasmatico, ¢
translocada para a membrana plasmaética poucas horas apos o estimulo com agentes indutores
de MCI interagindo com a proteina ERp57 (Kroemer et al., 2013).

A co-translocagdo de CRT e ERp57 para a superficie celular funciona como um sinal
pro-fagocitico, promovendo a interacdo da CRT com o receptor CD91 expresso nas células
dendriticas. Essa interacdo facilita a fagocitose das células tumorais e subsequente
apresentacdo de seus antigenos, contribuindo para a ativagdo de uma resposta imune
adaptativa antitumoral (Tesniere et al., 2008).

Fucikova e colaboradores (2016) demonstraram que a exposi¢ao de CRT na superficie
de blastos malignos aumentou significativamente a imunogenicidade tumoral, estando
associada a uma maior sobrevida global em pacientes com leucemia mieloide aguda

submetidos a quimioterapia. Esses achados reforcam o valor clinico da CRT como um
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marcador funcional da morte celular imunogénica (MCI) (Fucikova ef al., 2016).

A ativagdo imune mediada pela proteina HMGBI1 ocorre por meio de sua interagdao
com diferentes receptores de reconhecimento de padrdo, como os receptores do tipo Toll
(TLR4) e o receptor para produtos finais de glica¢do avancada (RAGE, do inglés Receptor for
Advanced Glycation End Products). A familia TLR ¢ responsavel por induzir respostas da
imunidade inata, ativando reac¢des inflamatorias por meio da liberagdo de TNF-a, IL-1B e
IL-6. Adicionalmente, 0 RAGE ¢ uma proteina da superfamilia das imunoglobulinas com
estrutura transmembranar que reconhece HMGBI e promove a ativacdo da via NF-«xB
(Troitskaya et al., 2022).

Além disso, a HMGBI pode exercer atividade quimiotatica, sendo capaz de formar
um complexo com a quimiocina CXCL12 e sinalizar por meio do receptor CXCR4 (Kepp;
Senovilla; Kroemer, 2014). A liberagdo da proteina HMGB1 do nticleo para o meio
extracelular pode ser inferida indiretamente por meio da diminui¢do do sinal de fluorescéncia
emitido pelo anticorpo conjugado ao fluordforo utilizado na detecgdo intracelular (Lee et al.,
2019).

Apesar da auséncia de evidéncias indicativas da liberacao extracelular de HMGBI
apos 24 horas de incubacdo com a CAS, esse resultado ndo invalida os dados previamente
obtidos nem reduz o potencial farmacologico da CAS5 como indutor de MCI. Considerando
que a liberagdo de HMGB1 ¢ um evento tardio no processo de MCI, decorrente da progressao
da morte celular e permeabilizagao das membranas nucleares e plasmaticas, faz-se necessaria
a avaliagdo de tempos adicionais de incubagdo para confirmar com maior robustez a
ocorréncia deste marcador nos modelos celulares utilizados neste estudo.

Estudos comparativos de expressdo génica global envolvendo compostos que se ligam
ao sulco menor do DNA demonstraram que a incubag¢ao com a cromomicina A3 em linhagens
celulares de leucemia humana resulta na repressdo de genes relacionados a fungdes celulares
essenciais, enquanto induz a expressdo de genes associados a ativacdo de vias apoptoticas
(Zihlif et al., 2010). Adicionalmente, evidéncias prévias obtidas em modelos murinos de
melanoma metastatico indicaram um aumento na expressao relativa de genes relacionados a
autofagia (como BECNI1) e a apoptose (como BAD) ap6s a incubagdao com CAS (Floréncio et
al., 2022).

Neste estudo, a CAS5 modulou a expressdo transcricional de nove genes relacionados a
processos celulares de autofagia, estresse do reticulo endoplasmatico e apoptose. Observou-se
que, particularmente na concentragdo de 10 nM, a CAS induziu altera¢cdes mais pronunciadas

na expressdo dos genes pro-apoptoticos BAX (do inglés Bcl-2-associated X protein) e BAK
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(do inglés Bcl-2 homologous antagonist/killer), embora sem modificacdo significativa na
razao entre genes pro- e antiapoptdticos, como BCL2 (do inglés B-cell lymphoma 2),
sugerindo um envolvimento da via intrinseca da apoptose, que devera ser melhor explorada
em experimentos futuros.

Em relagdo a resposta ao estresse do reticulo endoplasmatico, observou-se uma
regulacdo negativa do fator de transcricdo ATF4 (do inglé€s Activating Transcription Factor 4)
o qual desempenha papel central na mediacao de respostas adaptativas ao estresse do reticulo.
A diminui¢do da expressdo de ATF4 sugere falhas no restabelecimento da homeostase e
possivel progressdo para morte celular (Liu ef al., 2023).

Ainda nesse contexto, a expressdo reduzida do gene CALR (do inglés Calreticulin),
que codifica a chaperona calreticulina — normalmente expressa de forma constitutiva em
condi¢cdes fisiologicas — reforca a hipdtese de uma interrup¢do na producdo de proteinas
intracelulares, tipica de estados de estresse do reticulo (Park, Kang e So, 2021).

No processo autofagico, a formagdo de autofagossomos ¢ frequentemente induzida
fisiologicamente pela privagdo de nutrientes, mas também pode ser observada em resposta a
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species) (Noguchi et al.,
2020). Neste trabalho, tal mecanismo foi evidenciado pelo aumento na expressdo de ATGS
(do inglés Autophagy Related 5), um gene essencial para a biogénese dos autofagossomos,
observado apds 6 horas de incubagdo com 10 nM de CAS (Debnath; Gammoh; Ryan, 2023).
Adicionalmente, foi identificado aumento na expressdo do gene JUN (do inglés Jun
proto-oncogene), reconhecido por sua indugdo em resposta ao estresse oxidativo mediado por
ROS, em ambas as concentragdes testadas (3 e 10 nM), também no tempo de 6 horas (Zhang et
al., 2007) . Esses dados refor¢cam a hipdtese de que a CAS induz uma resposta autofagica
associada a geragdao de estresse oxidativo celular, que devera ser melhor explorada
posteriormente.

A andlise de rede através do software GeneMANIA revelou uma complexa
interconexao entre os processos de apoptose, autofagia e estresse de reticulo, indicando que
multiplas vias de sinalizagdo foram simultaneamente ativadas pela CAS, culminando na morte
celular regulada observada nos experimentos de citometria de fluxo e SRB.

Apesar dos resultados promissores, a confirmagdo de que a CAS atua como um
indutor genuino de morte celular imunogénica em modelos de melanomas metastaticos
humanos requer a realizacao de experimentos adicionais. Entre eles, destacam-se a avaliagao
de outros DAMPs, como a liberagcdo de ATP ¢ a fosforilagdo do fator de inicia¢ao da tradugao

elF2a, bem como a condugdo de ensaios de vacinagdo in vivo para validar sua eficicia
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imunogénica em modelos experimentais, que estdo fora do escopo do trabalho atual.
7. CONCLUSAO

A CAS5 induziu alteracdes compativeis com estresse e morte celular regulada em
melanoma metastatico humano in vitro. Observou-se alteragdes morfoldgicas e a exposi¢ao de
CRT na superficie celular apds incubagao com a CAS, sugerindo que os efeitos imunogénicos
previamente descritos em modelos murinos por este grupo de pesquisa podem ser
parcialmente reproduzidos em sistemas celulares humanos. A andlise de expressao génica por
qPCR indicou a participagdo de vias associadas a autofagia, estresse do reticulo
endoplasmatico e apoptose, reforcando a complexidade dos mecanismos envolvidos na morte
celular induzida pela CAS. Esses achados sustentam o potencial translacional da CAS como

candidata terapéutica para o tratamento de melanomas metastaticos.
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ANEXO I - MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

1. Cultivo de células

A linhagem celular de melanoma metastatico humano SK-MEL-28 foi utilizada em
todos os experimentos deste estudo, tanto para a avaliacdo da atividade citotoxica quanto para
os demais ensaios necessarios a realizagdo do trabalho. Essa linhagem foi doada pela profa.
Leticia Lotufo da USP-SP.

As células foram cultivadas em frascos plasticos para cultura celular (Corning, 25 cm?
— volume de 50 mL, ou 75 cm? — volume de 250 mL), utilizando o meio de cultura
DMEM/F12 (Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiodticos
(100 pg/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina) (Gibco).

O manuseio das células foi realizado em camaras de fluxo laminar vertical (ESCO,
modelo Airstream Classe 1I-B2; VECO, modelo Biosafe 12 Classe II), ¢ as culturas foram
mantidas em incubadoras de CO: a 37 °C, com atmosfera umidificada contendo 5% de CO:
(SANYO, modelo MCO-19AIC; NUAIRE, modelo TS Autoflow).

O crescimento celular foi monitorado diariamente com auxilio de microscopio dptico
invertido (LABOMED, modelo TCM 400; Nikon, modelo Diaphot), e as subculturas foram
realizadas conforme necessario. Para o desprendimento das cé¢lulas aderentes, utilizou-se
solugdo de tripsina-EDTA a 0,5% (Gibco), diluida 10 vezes em tampao fosfato salino (PBS).

2. Aquisicao dos dados

Para os experimentos de viabilidade celular por Sulforrodamina B os dados foram
adquiridos em leitor de placa (Fisher Scientific, modelo Multiskan FC) no comprimento de
onda 570 nm.

Para os experimentos de citometria de fluxo, foram adquiridos 10.000 eventos por
amostra, excluindo debris e doublets, utilizando o citometro FACSVerse (BD Biosciences).

Para os experimentos de qPCR, as células foram cultivadas em placas de 60 mm e as
amostras foram coletadas com 1 mL de TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), com o
RNA total foi extraido conforme as instru¢des do fabricante. O protocolo incluiu a adigao de

cloroférmio, precipitagdo com isopropanol e lavagem com etanol a 70%. A concentragdo e a
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pureza do RNA foram avaliadas por meio da razdo de absorbancia 260/280, utilizando um
espectrofotometro NanoDrop.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o sistema GoScript Reverse Transcriptase
(Promega). As reacdes de qPCR foram conduzidas no equipamento Rotor-Gene 6000 (Corbett
Research), com o uso do GoTaq qPCR Master Mix (Promega).

3. Analise de dados

A andlise dos dados de citometria foi conduzida no software FlowJo, versao 10.6
(Ashland, OR: Becton, Dickinson and Company), com os resultados expressos em
porcentagem das populagdes celulares ou em intensidade mediana de fluorescéncia (MFI,
Median Fluorescence Intensity), conforme o objetivo de cada ensaio. Para a andlise
estatistica, os dados foram processados no software GraphPad Prism (versdo 8.0, GraphPad
Software), utilizando andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett,
considerando um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

4. Anticorpos conjugados a fluorocromo

O anticorpo primdrio anti-CRT (Cell Signaling Technology, 1:100) foi utilizado em
conjunto ao anticorpo secundario Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific, 1:400), sob
condi¢des de temperatura e protecao a luz estabelecidas pelo fabricante.

O anticorpo primario anti-HMGB1 (BioLegend, diluicao 1:100) foi utilizado em
conjunto ao anticorpo secundario Alexa Fluor 568 (Thermo Fisher Scientific, dilui¢ao 1:400),

sob condi¢des de temperatura e protecao a luz estabelecidas pelo fabricante.
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