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Objetivos

O presente projeto investigou a participacéo da
AnxA1 na formagdo do melanoma primario e
na organizagao das células de melanoma para
a formacéao do esferoide.

Métodos e Procedimentos

Células de melanoma murino B16F10 foram
cultivadas em meio DMEM High suplementado
com 10% de soro fetal bovino. Esferoides
foram formados pelo método da agarose
(10.000 células/pogo em placas de 96 pogos).
Os tratamentos dos esferoides incluiram o
peptideo mimeético Ac2-26, AnxA1
recombinante (AnxA1r), o agonista de FPR1
N-formilmetionil-leucil-fenilalanina (fMLP) e os
antagonistas seletivos CsH (FPR1) e WRWA4
(FPR2). Ensaios complementares envolveram
quantificacdo da expressdo de AnxA1 por
citometria de fluxo, clonogenicidade e migragao
(wound healing). Os resultados obtidos foram
analisados pela Anova seguido de testes
especificos empregando o programa Prism v8.

Resultados
Esferoides de B16F10 apresentaram maior
expresséo intracelular de AnxA1 em relacdo as
culturas 2D, sugerindo seu papel na
organizagdo e manutengcado morfolégica celular

(Figura 1). O tratamento com peptideo Ac2-26
mimético a porgcdo terminal da AnxA1
aumentou a area e didmetro dos esferoides
apenas na concentracdo de 10 pM, enquanto
AnxA1r e doses menores de Ac2-26 néo
tiveram efeito (Figura 2). A inibicdo de FPR1
pelo antagonista farmacolégico CsH reduziu o
tamanho dos esferoides, ao passo que o
bloqueio de FPR2 (WRW4) n&o alterou a
morfologia (Figura 3). Ja a ativagdo de FPR1
por fMLP diminuiu a compactacdo dos
esferoides de forma concentracdo-dependente
(Figura 4).

As anadlises subsequentes, que visaram avaliar
a participacdo da AnxA1 e do receptor FPR1
nos eventos celulares envolvidos na formagao
dos esferoides mostraram que somente o
tratamento com  Ac2-26 aumentou a
clonogenicidade, enquanto fMLP e CsH n&o
apresentaram efeito (Figura 5). No entanto, os
tratamentos com Ac2-26 ou fMLP aumentaram
a migragéo celular e o tratamento com CsH
reduziu a migracao celular (Figura 5).
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Figura 1. Analise por citometria de fluxo da sintese
de AnxA1 intracelular em células B16F10 cultivadas
em monocamada (2D) e em esferoides 3D.
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Figura 2. Analise da area e do didmetro dos
esferoides de B16F 10 tratados com Ac2-26 (0,1;1 e
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Figura 3. Analise da area e do didmetro de
esferoides de B16F10 tratados com CsH e WRWA4.
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Figura 4. Analise da area e do didametro dos
esferoides tratados com fMLP (1 nM, 10 nM e 100

nM) na morfologia e dimenséo de esferoides de
células B16F10.
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Figura 5. (A) Anédlise de clonogenicidade de células
B16F10 nao tratadas, tratadas com Ac2-26 (10 uM),
fMLP (10 nM) ou ciclosporina H (0,1 uL). (B) Analise
quantitativa da migracgéo celular de B16F 10 tratadas
com Ac2-26, fMLP e CsH (0,1 yL) com base no
percentual de fechamento da area do wound apos
20 horas.

Conclusdes

Os dados aqui apresentados mostram que a
AnxA1 intracelular pode ter papel fundamental
na organizagéo tridimensional dos esferdides, e
que os efeitos mediados pelo receptor FPR1
sdo complexos, e refletem os dados ja
mostrados na literatura quanto a complexidade
dos efeitos dependente das diferentes
interacdes de ligantes ao FPR1 (Araujo et al.,
2021; Sandri et al., 2023).
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