
 i 

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO 

INSTITUTO DE BIOLOGIA ROBERTO ALCÂNTARA GOMES 

PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA 
 

 

 

 

 

 

Modulação das vias de sinalização intracelulares 

pelo sistema NAD(P)H oxidase em melanoma 

humano 

 

 

 

 

CRISTIANE RIBEIRO PEREIRA 

 

 

Dissertação apresentada à 

Pós-Graduação em Biologia 

da Universidade do Estado 

do Rio de Janeiro como 

requisito para a obtenção 

do título de mestre em 

Biologia 

 

 

 

 

RIO DE JANEIRO 

Fevereiro/2007 
 
 

 

 



 ii 

 

 

 

 

FICHA CATALOGRÁFICA 

 

 

 

 

 

 

Ribeiro-Pereira, Cristiane.  

Modulação das vias de sinalização intracelulares pelo sistema NAD(P)H 

oxidase em melanoma humano / Cristiane Ribeiro Pereira – 2007. 

xv, 67p.: il. 

Orientadoras: Maria Augusta Arruda e Thereza Christina Barja Fidalgo 

Dissertação (Mestrado) – Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Instituto 

de Biologia Roberto Alcântara Gomes. 

1. NAD(P)H oxidase. 2. Melanoma.  3. Sinalização. I. Arruda, Maria Augusta & 

Thereza Christina Barja Fidalgo.  

II. Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Instituto de Biologia. III.Título. 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 iii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO INSTITUTO 

DE BIOLOGIA ROBERTO ALCÂNTARA GOMES 
 

 
 
 

Modulação das vias de sinalização intracelulares pelo sistema 

NAD(P)H oxidase em melanoma humano  

 

CRISTIANE RIBEIRO PEREIRA 

 

 

 

Dissertação apresentada em 15 de Fevereiro de 2007 para banca examinadora: 

 

Prof. Dr.    ______________________________________________________ 
José Garcia Ribeiro Abreu Júnior 

       
Prof (a). Dr. (a) _____________________________________________________ 

Verônica Maria Morandi da Silva 
 

Prof (a). Dr. (a) _____________________________________________________ 
Luis Felipe Ribeiro Pinto 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

2007 



 iv 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Termos conhecimento de sermos ignorantes é um grande passo para o conhecimento”. 

Disraeli 

 

 

 

 

 



 v 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus pais, 

que sempre estiveram ao meu lado apoiando -me em todas as decisões. Obrigada por todas as 

demonstrações de amor. Amo muito vocês!!!  

 



 vi 

AGRADECIMENTOS 

 

À Christina, por quem tenho grande admiração como pesquisadora. 

Obrigada pela oportunidade, confiança e pela orientação. 

À Maria Augusta, por ser muito mais que uma orientadora. Obrigada pela 

confiança, por nunca me deixar desanimar. Sempre admirei muito seu 

trabalho.  

À Iolanda, pelo apoio de sempre e pelo carinho. 

Ao Carlos Bizarro, pela ajuda na obtenção das lindas imagens desta 

dissertação.  

Ao pessoal do lab, aos mais novos, aos mais antigos e até aos que não estão 

mais presentes no nosso convívio diário, que de alguma forma contribuíram 

para minha vida científica, até agora. 

Ao Marcos pela ajuda técnica, indispensável para a realização deste 

trabalho.  

Aos meus grandes amigos do “debarte”, pelas nossas discussões científicas 

ou não. Especialmente, a Paula, Dri e Chico, por estarem mais perto e sendo 

sempre tão atenciosos, compreensivos e carinhosos.  

Ao Alan, pelo imenso carinho, respeito, pela preocupação e por tentar 

sempre estar por perto, mesmo que longe. Obrigada de coração!!! 

Ao André, pela ajuda e apoio nesta fase final. 

A minha Tia Vera, por toda a grande ajuda, torcida e principalmente pelo 

grande amor que tem por mim. Também te amo muito! 

A minha irmã, que mesmo um pouco mais distante está sempre por perto 

quando preciso. Te Amo!  

A toda a minha família pelo carinho de sempre. 

A Deus, por me ajudar a traçar os meus caminhos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 vii 

LISTA DE TABELAS                                                                                           Página 

Tabela I. Família das integrinas. 17 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 viii 

LISTA DE FIGURAS                                                                                             Página 

Figura 1.1. Estrutura da NAD(P)H oxidase de fagócitos. 4 

 

Figura 1.2. Morte de microorganismo através de ROS por fagocitose. 5 

Figura 1.3. Proposta de estrutura da NAD(P)H oxidase que apresenta a 

subunidade catalítica Nox4. 

8 

Figura 1.4. Classificação histológica para os estágios de 

desenvolvimento do melanoma. 

13 

Figura 1.5. Esquema hipotético do envolvimento do estresse oxidativo e 

as diversas fases da carcinogênese. 

14 

Figura 1.6: Representação esquemática da estrutura da integrina 16 

Figura 1.7. Vias de sinalização envolvidas com o crescimento celular 

reguladas por FAK. 

19 

Figura 4.1. A geração de ROS nas células de melanoma humano MV3 

depende da atividade da NAD(P)H oxidase. 

  

30 

Figura 4.2. A inibição da atividade da NAD(P)H oxidase reduz a 

sobrevivência das células de melanoma humano MV3.  

  

31 

Figura 4.3. Apocinina não altera a viabilidade das células MV3. 33 

Figura 4.4. O inibidor do NFB (PDTC) não altera a sobrevivência das 

células de melanoma humano MV3.  

 

34 

Figura 4.5. A inibição da atividade da NAD(P)H oxidase induz alterações 

morfológicas nas células de melanoma humano MV3.  

  

36 

Figura 4.6. NAD(P)H oxidase regula a dinâmica do citoesqueleto de 

actina e adesões focais em células de melanoma humano MV3.  

 

37 

Figura 4.7. A inibição da atividade da NAD(P)H oxidase reduz a 

fosforilação de FAKY397 em células de melanoma humano MV3.  

  

39 

Figura 4.8. O inibidor da atividade da NAD(P)H oxidase diminui a 

associação da FAK à c-Scr em células da linhagem de melanoma 

humano MV3.  

  

40 

Figura 4.9. A inibição da atividade da NAD(P)H oxidase induz a 

apoptose nas células da linhagem de melanoma humano MV3.  

42 



 ix 

Figura 4.10. A inibição da atividade da NAD(P)H oxidase induz o 

processamento ativo da pró-caspase-3 em células de melanoma 

humano MV3. 

 

43 

Figura 4.11.A. A inibição de proteínas tirosina fosfatase por ortovanadato 

de sódio não altera a viabilidade das células MV3.  

 

45 

Figura 4.11.B. A pré-incubação com ortovanadato de sódio reverte a 

inibição da viabilidade das células MV3 induzida por DPI.  

 

Figura 5.1: Modelo proposto de vias de sinalização ativadas pela 

produção de ROS pela NAD(P)H oxidase em células de melanoma 

humano 

 

 

45 

 

 

54 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 x 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

 

ARF  do inglês “alternative reading frame” 

CDKN2A  do inglês “cyclin-dependent kinase inhibitor 2A” 

DPI difenileneiodônio 

F-actina actina filamentosa 

FAD flavina adenina de nucleotídeo 

FBS soro fetal bovino  

INK do inglês “inhibitor of cyclin-dependent kinase” 

MMP metaloproteinase 

MTT brometo de 3-(4,5-dimetiazol-zil)-2-5-difeniltetrazolio 

NAD(P)H nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 

NF-B fator nuclear B 

PBS do inglês “phosphate buffered saline” 

PDTC Pirrolidina ditiocarbamato 

PI do inglês “propidium iodide” 

PI3K fosfatidilinositol 3-quinase 

ROS do inglês “reactive oxygen species” 

SRF do inglês “serum response factor” 

TCF do inglês “ternary complex factor” 

TPA acetato de tetradecanoilforbol 

VEGFD fator de crescimento vascular endotelial D 

VSMC do inglês “vascular smooth muscle cells”  

UV radiação ultravioleta  

 

 



 xi 

SUMÁRIO                                                                                                        Página 

 

Lista de Figuras vii 

Lista de Abreviaturas ix 

Resumo xii 

Abstract xiii 

1. Introdução 01 

       1.1. Espécies reativas de oxigênio e estresse oxidativo 02 

       1.2 NAD(P)H oxidase 02 

             1. 2.1. NAD(P)H oxidase em fagócitos. 02 

              1.2.2. NAD(P)H oxidases não-fagocíticas 06 

              1.2.3. NAD(P)H oxidase no desenvolvimento tumoral 07 

       1.3 Câncer 09 

             1.3.1. Melanoma 10 

      1.4. Integrinas 15 

     1.5. Sinalização da FAK em células tumorais 18 

2. Objetivos 20 

       2.1. Objetivos específicos 21 

3. Material e métodos 22 

        3.1. Linhagem celular 23 

        3.2. Cultura de células 23 

       3.3. Ensaio de produção de espécies reativas de oxigênio 23 

       3.4. Ensaio de proliferação 24 

       3.5. Ensaio de imunocitoquímica 24 

       3.6. Ensaio de ciclo celular 25 



 xii 

       3.7. Obtenção de extratos celulares 25 

       3.8. Imunoprecipitação 26 

       3.9. Western blotting 26 

       3.10. Análise estatística 27 

4. Resultados 28 

         4.1. Geração de ROS em células de melanoma humano da 

linhagem MV3 é NAD(P)H oxidase-dependente 

 

29 

            4.2. A inibição da atividade NAD(P)H oxidase reduz a 

sobrevivência das células da linhagem de melanoma 

humano MV3 

 

29 

 4.3. A geração de ROS e conseqüente efeito sobre a 

sobrevivência celular na linhagem de melanoma humano 

MV3 não envolvem a subunidade p47phox. 

 

32 

       4.4. O fator de transcrição redox-sensível NF-B não está 

envolvido no controle da sobrevivência em células de 

melanoma humano MV3. 

 

32 

       4.5. A inibição da atividade NAD(P)H oxidase induz alterações 

morfológicas nas células de melanoma humano  

 

35 

       4.6. A atividade NAD(P)H oxidase regula a dinâmica do 

citoesqueleto de actina e os pontos de adesão focal em 

células de melanoma humano MV3 

 

35 

       4.7. A inibição da NAD(P)H oxidase diminui a fosforilação de 

FAK em células de melanoma humano MV3 

 

38 

       4.8. A inibição da NAD(P)H oxidase diminui a associação c-Src – 

FAK em células de melanoma humano MV3 

 

48 

       4.9. A inibição da NAD(P)H oxidase aumenta a apoptose das 

células de melanoma humano MV3 

 

41 

       4.10. A inibição da NAD(P)H oxidase induz o processamento 

ativo da pró-caspase-3 nas células de melanoma 

humano MV3 

 

41 

       4.11. O ortovanadato reverte a inibição da viabilidade das 

células MV3 induzida por DPI 

44 



 xiii 

5. Discussão  46 

6. Referências bibliográficas  55 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 xiv 

RESUMO 

 

Evidências têm mostrado que as espécies reativas de oxigênio (ROS) geradas 

pela NAD(P)H oxidase são importantes moduladores de diversas funções 

celulares como migração, crescimento, proliferação e sobrevivência. Estudos 

recentes demonstraram o envolvimento da atividade da NAD(P)H oxidase 

no crescimento e sobrevivência de células de melanoma. Neste trabalho, 

investigamos o efeito da inibição da NAD(P)H oxidase por difenileneiodônio 

(DPI) sobre o crescimento das células de melanoma humano MV3 e 

observamos que este composto reduziu o crescimento destas células em 

aproximadamente 50%. A inibição da NAD(P)H oxidase induziu mudanças no 

formato celular, com arredondamento, diminuição do espraiamento e 

descolamento celular. Esta redução foi acompanhada por um rearranjo do 

citoesqueleto de actina, diminuição da fosforilação no resíduo Tyr397 da 

quinase de adesão focal (FAK) e redução na associação de FAK com actina 

e com a tirosina quinase c-Src. Isto indica que a inibição da geração de ROS 

está modulando negativamente vias de sinalização ativadas por integrinas, 

o que freqüentemente conduz a um tipo particular de morte celular 

conhecida por anoikis. Comprovando a ocorrência deste fenômeno, 

observamos que a inibição da atividade da NAD(P)H oxidase aumentou a 

apoptose das células de melanoma e induziu a ativação da caspase-3. 

Nossos resultados mostram ainda que a inibição da viabilidade celular por 

DPI foi revertida com o pré-tratamento das células MV3 com um inibidor de 

tirosina fosfatases (ortovanadato de sódio). Em resumo, este estudo mostra 

que a geração de ROS por NAD(P)H oxidase está envolvida nos mecanismos 

de sobrevivência em células de melanoma, uma vez que afetam as vias de 

sinalização dependentes de FAK-Src, através da inibição da atividade de 

proteína tirosina fosfatases. 
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ABSTRACT 

 

NAD(P)H oxidase-derived reactive oxygen species (ROS) have emerged as 

critical mediators of several cell functions as diverse as migration, growth, 

proliferation and survival. Recent evidence has show that NAD(P)H oxidase 

activity is essential to melanoma proliferation and survival. We reported that   

NAD(P)H oxidase inhibitor diphenyleneiodonium (DPI) inhibited melanoma 

growth. NAD(P)H oxidase inhibition induced changes in cell shape with cell 

spreading decrease, rounding up and detachment. These phenomena were 

accompanied by rearrangement of actin network and a decrease in both 

focal adhesion (FAK) phosphorylation in Tyr397 residue and in FAK association 

to actin and c-Src, indicating that inhibition of ROS generation would down- 

modulate integrin-mediated signaling, what often results in a particular type 

of apoptotic cell death, known as anoikis. We observed that NAD(P)H oxidase 

inhibitor induced apoptosis in melanoma cells with activation of caspase-3. 

We results show that the effects promoted by NAD(P)H oxidase inhibition on 

melanoma growth were completely abolished by the pre-treatment of MV3 

cells with the protein tyrosine phosphatases inhibitor sodium orthovanadate. 

In conclusion, our results strongly suggest that ROS generated by NAD(P)H 

oxidase complex transmit cell survival signals in melanoma cells through the 

FAK-Src pathway, probably inhibiting protein tyrosine phosphatases. 
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1. Introdução 

1.1. Espécies reativas de oxigênio e estresse oxidativo 

Todos os organismos que vivem em uma atmosfera rica em oxigênio estão 

expostos a espécies reativas de oxigênio (ROS). Estas ROS podem ser geradas 

a partir de fontes externas, destacando-se componentes ambientais (fumo, 

pesticidas, solventes orgânicos, poluição do ar e radiações), como também 

pelo próprio metabolismo celular (Cadenas. 1989). Classicamente, as ROS 

eram consideradas deletérias uma vez que podem reagir rapidamente e de 

modo inespecífico com biomoléculas causando danos celulares como 

alterações no DNA, peroxidação de lipídeos e oxidação de proteínas (Miller 

et. al., 2006).Atualmente as ROS são reconhecidas também por apresentar 

um papel importante na sinalização celular, integrando sinais extracelulares 

ao ambiente intracelular, através da ativação de uma série de vias de 

sinalização que, em última instância, controlam processos celulares vitais 

(Droge, 2002; Moldovan & Moldovan, 2004).  

Assim como são muitas as fontes de ROS, os organismos 

desenvolveram em contrapartida uma série de mecanismos antioxidantes, 

alguns não-enzimáticos (glutationa; vitaminas A, C, E; flavonóides), e outros 

enzimáticos (superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase). 

Entretanto, esses sistemas nem sempre são eficientes em limitar a ação das 

ROS, gerando assim um desequilíbrio entre os mecanismos pró-oxidantes e 

pró-antioxidantes, sendo este fenômeno definido como “estresse oxidativo”. 

Estas alterações no potencial redox celular estão intimamente relacionadas 

a um grande número de estados patológicos como processos inflamatórios 

crônicos (como artrite reumatóide), doenças vasculares e vários tipos de 

câncer (Finkel & Holbrook, 2000; Sander, et.al.,2004). 

 

1.2 NAD(P)H oxidase 

1. 2.1. NAD(P)H oxidase em fagócitos 

 Uma das fontes geradoras de ROS é o complexo multiprotéico 

NAD(P)H (nicotinamida adenina dinucleotídeo) oxidase. A NAD(P)H oxidase 
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foi primeiramente descrita em fagócitos, especificamente em neutrófilos, no 

qual tem um papel fundamental na resposta imune. Este complexo possui 

constituintes ligados à membrana plasmática que formam o flavocitocromo 

b558: gp22phox e gp91phox (formado por seis -hélices transmembrana, na qual 

existem resíduos de histidina, ligados a dois grupamentos heme, e em sua 

porção citoplasmática apresenta uma flavina adenina dinucleotídeo [FAD] 

com sítios de ligação para NAD(P)H) (Fig. 1A). E constituintes citoplasmáticos 

como p47phox, p67phox, p40phox e a GTPase Rac (Fig. 1B; Batot et.al.,1995; 

Barbior, 2004).  

Quando a célula está em repouso, as subunidades encontram-se 

distribuídas entre a membrana plasmática ou fagossomal e o citossol. A 

ativação celular pode promover fosforilação da subunidade p47phox, 

levando ao acoplamento das subunidades citoplasmáticas às da 

membrana, tornando o complexo ativado (Fig. 1B). Através do poder redutor 

do NAD(P)H, o oxigênio molecular é convertido em ânion superóxido (O2
-), 

com geração secundária de outras espécies reativas de oxigênio como 

peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (OH-) e ácido hipocloroso 

(HOCl), com o objetivo de conjuntamente neutralizar o possível patógeno 

dentro do fagossoma (Fig. 2) ou fora da célula (Sumimoto, et. al., 2005).  

Contudo, a atividade exacerbada desta enzima pode ocasionar 

injúria tecidual, levando a processos inflamatórios crônicos, como artrite 

reumatóide, tanto pela sua ação direta na degradação de biomoléculas, 

quanto pela ativação de vias de sinalização pró-inflamatórias (Chanock 

et.al., 1994). 

Recentemente, descobriu-se que a subunidade catalítica da NAD(P)H 

oxidase fagocítica, gp91phox, é somente um membro da família de proteínas 

homólogas conhecidas como Nox. Até o momento, a família Nox possui sete 

membros, encontrados em diversos tipos celulares: gp91phox (renomeada 

para Nox2), Nox1(Suh et. al., 1999), Nox3 (Cheng et. al., 2001), Nox4 (Shiose 

et. al., 2001), Nox5 (Banfi et. al., 2001), Duox1 e Duox2 (Lambeth, 2004; 

Sumimoto et.al., 2005). Além de diferenças estruturais, a NAD(P)H oxidase de 

outros tipos celulares difere também funcionalmente das encontradas em 
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fagócitos, uma vez que geram ROS no meio intracelular, que por sua vez 

controlam uma série de vias de sinalização (Ushio-Kukai, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1: Estrutura da NAD(P)H oxidase de fagócitos. (A) Estrutura do gp91phox associado 

com p22 phox. (B) Formação do complexo, complexo ativo. (Adaptada de Sumimoto, 

et.al., 2005). 
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Figura 1.2. Morte de microorganismo através de ROS por fagocitose. O microosganismo é 

fagocitado, ativando o complexo NAD(P)H oxidase a produzir O2-, H2O2, OH-, HOCl, com 

ação microbicida. (Adaptado de Sumimoto, et.al., 2005). 
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1.2.2. NAD(P)H oxidases não-fagocíticas 

 Enquanto em fagócitos encontramos predominantemente a isoforma 

Nox2 da NAD(P)H oxidase, observou-se que outros tipos celulares podem 

expressar diversas isoformas de NAD(P)H oxidase, sendo grande parte destes 

relatos referentes a estudos com células vasculares (célula endotelial, célula 

muscular lisa da vasculatura - VSMC) onde as ROS desempenham relevante 

papel fisiológico (Miller et. al., 2005; Tabet et.al., 2005). Há indícios, de que em 

células endoteliais de artérias não-cerebrais as isoformas Nox2 e Nox4 da 

NAD(P)H oxidase são as mais importantes para a produção de ROS (Gorlach 

et.al., 2000; Ago et.al., 2004), e em células musculares lisas da vasculatura 

(VSMC), como aorta, as isoformas Nox1 e Nox4 parecem ser as mais 

encontradas (Lassègue et.al., 2001; Ellmark et.al, 2005). A razão para que as 

células vasculares expressem múltiplas isoformas de NAD(P)H oxidase 

gerando essencialmente os mesmos produtos é ainda desconhecida. Uma 

provável explicação seria que cada isoforma estaria envolvida em uma 

determinada ação fisiológica, uma vez que possuem diferentes localizações 

subcelulares e/ou resposta a agonistas distintos (Hanna et.al., 2004; Hilenski 

et.al., 2004). Por exemplo, a isoforma Nox1 da NAD(P)H oxidase de VSMC 

parece estar localizada em caovéolas (Hilenski et.al., 2004), mediando 

efeitos crônicos de mediadores como angiotensina II e fator de crescimento 

derivado de plaqueta, em células endoteliais e VSMC da vasculatura 

sangüínea sistêmica (Lassègue et.al., 2001). Já a Nox4 poderia estar 

localizada nas adesões focais, nas quais estaria envolvida no controle do 

crescimento celular (Matsuno et.al., 2005). 

Em situações fisiológicas, as ROS são produzidas de forma controlada, 

em baixas concentrações, regulando o tônus vascular e o crescimento das 

células musculares lisas da vasculatura (Griendling et.al., 2000; Miller et.al., 

2005). Já em condições patológicas, aumento da produção de ROS pode 

levar à neutralização do NO, seguida da formação de ONOO- (peroxinitrito), 

além de disparar diversos eventos de sinalização como PI3K/ AKT, MAPK, NF-

kB envolvidas no crescimento celular, inflamação, hipertrofia, angiogênese, 
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processos que relacionados a um grande número de doenças 

cardiovasculares. (Cai et.al., 2003; Miller et.al., 2006).   

1.2.3. A NAD(P)H oxidase no desenvolvimento tumoral 

Dados da literatura revelaram que a produção de ROS encontra-se 

aumentada em células malignas (Szatrowski & Nathan, 1991; Sander, 2003) e 

que as enzimas antioxidantes como catalase e superóxido dismutase 

encontram-se reguladas negativamente nestas células (Sato et.al., 1992).  

Evidências mostram ainda que as ROS geradas por NAD(P)H oxidase 

possam estimular a ativação das vias de sinalização relacionadas com a 

sobrevivência (Lee, 2005), proliferação (Laurent, 2005) e invasão de células 

tumorais (Wu, 2006). 

Os componentes do complexo NAD(P)H oxidase em células tumorais 

ainda não estão bem estabelecidos. Entretanto, alguns trabalhos 

demonstraram expressão de homólogos a Nox1 em células de carcinoma de 

cólon humano (Caco) (Kikuchi, et.al., 2000), em células de hepatoma 

(HepG2) (Cheng et. al., 2001). Outros estudos mostraram a expressão de 

RNAm para Nox4 em células de carcinoma, glioblastoma e ainda em células 

de melanoma. Brar e colaboradores (2002), além de demonstrarem a 

expressão de Nox4, em diversas linhagens de células de melanoma, 

mostraram também que estas mesmas células não apresentavam expressão 

das subunidades citoplasmáticas p47phox e p67phox, sugerindo que estas 

células não necessitem dos componentes citossólicos para a ativação da 

NAD(P)H oxidase (Fig. 3). Estes resultados corroboram com os dados 

encontrados por Martyn e colaboradores (2006), nos quais observaram que a 

expressão de Nox4 em células epiteliais comanda a produção constitutiva 

de ROS. E notaram ainda que a produção de ROS por Nox4 é independente 

dos componentes citoplasmáticos da oxidase e também não requer ação 

da GTPase Rac1, contudo é dependente de p22phox.  

Recentemente, Vaquero e colaboradores (2004) mostraram que 

oligonucleotídeos antisenso para Nox4 estimulavam a apoptose em células 

de câncer pancreático, sugerindo uma função protetora contra a apoptose 
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das ROS geradas por Nox4 nestas células. No entanto, as vias de sinalização 

moduladas pela geração de ROS que levem a inibição da apoptose ainda 

não são bem esclarecidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Proposta de estrutura da NAD(P)H oxidase que apresenta a subunidade 

catalítica Nox4. Dados recentes sugerem que a subunidade catalítica Nox4 não 

necessita do acoplamento das subunidades citossólicas. Os elétrons são transferidos do 

NAD(P)H para FAD, posteriormente formando superóxido (O2-) e peróxido de hidrogênio 

(H2O2). (Adaptado de Miller, et.al., 2006) 
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1.3. Câncer 

 Classicamente, o câncer é caracterizado por um crescimento celular 

desordenado em relação ao tecido normal, que persiste de maneira 

excessiva mesmo após o término do evento causador da transformação 

inicial (Mareel & Leroy, 2003). Esta visão reducionista tem sido extensivamente 

revista, dando lugar a uma visão que reflete uma biologia celular 

heterotípica, na qual as células circunvizinhas à massa tumoral inicial 

participam de forma ativa neste processo, sendo “aliciadas” pelas células 

malignas de modo a regularem positivamente, de forma parácrina, a 

neoplasia ali estabelecida (Hanahan & Weinberg, 2000). 

O desenvolvimento tumoral inclui basicamente três etapas: iniciação, 

promoção e progressão. A iniciação, primeira etapa da carcinogênese, 

consiste em alterações permanentes no genótipo celular (Black, 1993). Os 

genes envolvidos na transformação das células são divididos em duas 

categorias: proto-concogenes e genes supressores de tumor. O aumento da 

transcrição dos proto-oncogenes pode levar a um aumento da função 

celular. Enquanto, a inativação dos genes supressores de tumor leva a perda 

de proteção contra certas transformações celulares. Estas alterações 

geralmente são ocasionadas por mutações pontuais, amplificações ou 

deleções nestes genes (Polsky & Cordon-Cardo, 2003).  

 A fase de promoção é um processo de amplificação das células que 

tiveram seu genótipo alterado. Os promotores de tumor podem interagir 

estimulando e alterando a expressão gênica para o aumento da 

proliferação (Ordman, et.al., 1985) A progressão tumoral envolve expansão 

clonal das células mutadas e que finalmente alcançam a malignidade 

(Marnett, 2000). Dependendo do grau de agressividade alcançado pelas 

células, há possibilidade de ocorrência de metástase. Nesta etapa, as 

células diminuem a sua adesão às células vizinhas e são capazes de deixar o 

tecido de origem (sítio primário), através dos vasos sanguíneos ou linfáticos, 

invadindo outros tecidos, onde irão proliferar (Mareel & Leroy, 2003). 
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1.3.1. Melanoma 

 O melanoma é um tipo de câncer que geralmente é altamente 

metastático, originado de mutações, randômicas ou não, em genes 

importantes para a diferenciação das células produtoras de pigmento, os 

melanócitos (Chin, 2003). Normalmente, estes estão localizados na camada 

basal da epiderme, enviando processos dendríticos que fazem contato com 

os queratinócitos nas camadas basal e superficial da pele. Uma vez que a 

melanina é transferida para os queratinócitos, ela absorve e espalha a 

radiação solar (Jimbow, et.al., 1993). Sabe-se hoje, que a proliferação, o 

grau de crescimento dendrítico e a quantidade de melanina contida nos 

melanócitos estão sujeitos a regulação pelos queratinócitos vizinhos da 

camada basal (Hsu, et.al., 2002). 

O melanoma é classificado histologicamente de acordo com sua 

localização e progressão. Cinco estágios distintos têm sido propostos para a 

evolução do melanoma: 1) nevi comum adquirida ou congênita sem 

alterações displásicas; 2) nevi displásica com atipia; 3) crescimento radial do 

melanoma; 4) crescimento vertical do melanoma; 5) melanoma metastático 

(Chin, 2003, Fig. 4).  As células de melanoma na fase de crescimento radial 

dependem de fatores de crescimento exógenos, provenientes dos 

queratinócitos próximos, e são incapazes de crescerem independentemente 

- não são tumorigênicas em camundongos imunodeficientes e não são 

metastáticas em pacientes. Já as células na fase de crescimento vertical 

conseguem desenvolver-se independentemente dos queratinócitos, são 

tumorigênicas em animais e altamente metastáticas em pacientes e em 

modelos experimentais em animais (Hsu, et.al., 2002) 

Estudos populacionais demonstraram que 8-12% dos casos de 

melanoma deve-se a uma pré-disposição genética. A suscetibilidade do 

melanoma na maioria das famílias deve-se a uma herança poligênica, na 

qual estão envolvidos alguns genes importantes no processo de divisão 

celular. Um destes genes é CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), 

que codifica duas proteínas INK4A (p16) e ARF (alternative reading frame – 

também conhecida como p14) (Chin, 2003; de Snoo & Hayward, 2005). 
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Ambas são proteínas supressoras de tumor envolvidas na modulação de 

duas vias importantes para o controle do ciclo celular: vias da Rb e da p53. 

INK4 - um membro da família de proteínas INK (inhibitor of cyclin-dependent 

kinase) – inibe a fosforilação de CDK4 e CDK6, conseqüentemente inibindo a 

fosforilação da Rb e desta maneira, as células permanecem na fase G1 do 

ciclo celular (Serrano, et.al., 1993). Já ARF aumenta a apoptose e impede a 

transformação oncogênica, por inibir a degradação de p53 (Pomerantz, 

et.al., 1998; Zang, et.al., 1998).  

Assim como outros tipos de câncer, além dos fatores genéticos, fatores 

ambientais também estão envolvidos no desenvolvimento do melanoma. 

Trabalhos têm demonstrado que a incidência deste tumor é influenciada 

pela pigmentação da população e por parâmetros geográficos como 

altitude e latitude, indicando que a radiação ultravioleta (UV) possa ser a 

causa para o desenvolvimento deste tipo de câncer (Armstrong & Kricker, 

2001; Wei Li, et.al., 2006). 

A radiação solar consiste de UVA, UVB e UVC. Enquanto a radiação do 

tipo UVC (200-280 nm) fica retida pela camada de ozônio, a radiação UVB 

(280-320 nm) em doses fisiológicas está envolvida na produção de peróxido 

de hidrogênio (H2O2), que é requerido para ativação do fator de 

crescimento epidérmico e sobrevivência celular (Peus et.al., 1998, 1999, 

2000). Contudo, o excesso de exposição às radiações ultravioletas pode 

induzir a um desequilíbrio entre os mecanismos pró- e anti-oxidantes gerando 

danos celulares (Sies, 1991). O excesso de radiação do tipo UVB pode causar 

danos diretamente ao DNA, além de ser um indutor da geração de ROS. Os 

efeitos deletérios da radiação UVA (320-400 nm) estão principalmente 

envolvidos na elevada produção de radicais livres e ROS (Peak & Peak, 1993; 

de Gruijl, 2000). 

Além do aumento da produção de ROS estimulada pela radiação 

ultravioleta, quando o tumor encontra-se estabelecido observamos ainda 

uma elevada produção de ROS nas células de melanomas, por múltiplos 

mecanismos (Sander, 2003). Colaborando para este evidente aumento, foi 

demonstrado que as células de melanoma apresentam um menor potencial 
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antioxidante quando comparadas com melanócitos normais (Meyskens 

et.al., 2001).  

Evidências têm mostrado que durante a fase de iniciação tumoral, a 

extensiva oxidação do DNA está envolvida na ativação de pró-

carcinogenes. Na fase de promoção, os promotores tumorais, como acetato 

de tetradecanoilforbol (TPA), podem exercer seu efeitos através formação 

de ROS (Lillehaug & Berge, 1986)). Além disso, o estresse oxidativo promovido 

pelo tumor pode mediar danos ao endotélio (Offner et.al., 1996) e diminuir a 

adesão entre as células endoteliais facilitando o processo de invasão celular 

(Kundu et.al., 1995; van Wetering et.al., 2002) (Figura 5). Desta maneira, as 

ROS podem estar presentes em todas as fases do desenvolvimento tumoral, 

provavelmente através da modulação de vias de sinalização críticas para 

estes processos. 

Estudos recentes têm demonstrado que a inibição da geração de ROS 

pela NAD(P)H oxidase reduz a proliferação e sobrevivência de células de 

melanoma humano (Brar et. al., 2002). Entretanto as vias de sinalização 

afetadas por esta inibição ainda não são muito claras. 
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Figura 1.4. Classificação histológica para os estágios de desenvolvimento do melanoma. 

As fases iniciais do tumor, fase benigna e nevi displásica são caracterizadas por um 

aumento do número de melanócitos em relação ao número de queratinócitos. 

Posteriormente ao progresso das lesões in situ do melanoma, as células começam a 

crescer lateralmente e em grande parte ficam retidas na epiderme, sendo este estágio 

chamado de fase de crescimento radial. Enquanto na fase de crescimento vertical, as 

células invadem a camada superior da epiderme e além desta, e penetram também na 

derme e nos tecidos subcutâneos, formando nódulos de células malignas. Nesta fase as 

células apresentam alto potencial metastático. (Adaptado de Chin, 2003). 
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Figura 1.5. Esquema hipotético do envolvimento do estresse oxidativo e as diversas fases da 

carcinogênese. A exposição a radiação ultravioleta (UVR), xenobióticos levam ao estresse 

oxidativo, resultando em danos diretos ao DNA, oxidação de proteínas e peroxidação de lipídios, 

processos que podem estar relacionados as diversas fases da carcinogênese. A ação de 

antioxidantes pode reduzir o estresse oxidativo. (Adaptado de Sander, et.al., 2005). 
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1.4. Integrinas 

 A interação entre as células tumorais e a matriz extracelular influencia 

fortemente o desenvolvimento tumoral, afetando a proliferação, 

sobrevivência e metástase. Em muitos casos esta interação é mediada por 

integrinas (Brakebusch, et.al., 2002). 

As integrinas constituem uma família de proteínas transmembrana 

formadas por uma subunidade  e uma subunidade  (Fig. 6). Existem 

descritos até o presente momento, 18 tipos de subunidades  e 8 tipos de 

subunidades , que se dimerizam dando origem a pelo menos 24 diferentes 

heterodímeros de integrina (Humphries et.al ., 2003).  

As integrinas são classificadas em subfamílias de acordo com o tipo de 

subunidade β. A especificidade de ligação da integrina e suas propriedades 

sinalizantes são determinadas pela combinação β (Ruoslahti & 

Pierschbacher, 1987; Hynes, 1992). A relação de algumas integrinas e seus 

respectivos ligantes está ilustrada na tabela 1. 

Inúmeros estudos têm mostrado que a expressão de integrinas está 

freqüentemente alterada durante a transformação maligna e que o 

aumento da expressão destes receptores de matriz extracelular está 

associado ao crescimento do fenótipo metastático (Marshall JF, et.al.,1998). 

A subfamília β3 têm sido associada ao aumento da tumorigenicidade de 

melanócitos. Além disso, trabalhos têm mostrado o envolvimento do 

heterodímero vβ3 no desenvolvimento e processos invasivos de melanomas 

malignos (Trikha, et.al. (1997) 

Cada uma das subunidades possui um grande domínio extracelular, 

uma região transmembrana e em sua maioria um pequeno domínio 

citoplasmático. Através de seu domínio extracelular, as integrinas podem se 

ligar a diferentes componentes da matriz extracelular, contra-receptores 

celulares ou proteínas plasmáticas. Seus domínios intracelulares, por sua vez, 

se conectam direta ou indiretamente ao citoesqueleto de actina e a 

proteínas de sinalização (Giancotti, 2003).  

A adesão mediada por integrinas ou a agregação de integrinas 

induzida por ligantes específicos, induzem a fosforilação em resíduos de 
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tirosina de uma diversidade de proteínas citoplasmáticas envolvidas na 

transdução de sinais dependentes de integrina (Kornberg et. al., 1992). 
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Figura 1.6: Representação esquemática da estrutura da integrina. A integrina é um heterodímero 

constituído por uma subunidade  e uma subunidade . Cada subunidade possui um grande 

domínio extracelular, uma região transmembrana e um pequeno domínio citoplasmático (Extraído 

e adaptado http://bme.virginia.edu/ley/integrins_activation.html). 
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Família de integrinas / ligantes seletivos 

 

 

 

 

 

1 

1   laminina, colágeno 

2   laminina, colágeno, 31 

3   laminina, colágeno, fibronectina, epiligrina, entactina, 21 

4   fibronectina (CS-1), VCAM 

5   fibronectina (RGD), L1-CAM, fibrinogênio 

6   laminina 

7   laminina, merosina, kalinina 

8   fibronectina 

9   tenascina 

V   fibronectina, vitronectina 

 

 

2 

 

L   ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 

M   iC3b, fibrinigênio, Fator X, ICAM-1 

X   iC3b, fibrinogênio 

 

 

3 

 

 

IIb  fibrinogênio, fibronectina, fator de von Willebrand 

V  vitronectina, fibrinogênio, fator de von Willebrand, colágeno              

desnaturado, trombospondina, Del1, Cyr61, FISP   

  

       64 

       V5 

       V6 

       47 

       V8 

laminina 

vitronectina, osteopontina, Del1 

fibronectina 

VCAM, MADCAM, fibronectina (CS-1) 

fibronectina 

 
Tabela I: Família das integrinas. Representação de alguns heterodímeros de integrina e seus 

respectivos ligantes. As integrinas 11, 21, 51, 41, v3 e v5 (destacadas em 

negrito) apresentam importante papel em células tumorais e na angiogênese (Adaptado 

de Jin & Varner, 2004). 
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1.5. Sinalização da FAK em células tumorais 

  Uma proteína chave na sinalização mediada por integrina e 

relacionada ao desenvolvimento tumoral é a quinase de adesão focal, FAK. 

Esta é uma proteína tirosina quinase que faz a conexão entre ativação de 

integrinas e as vias de sinalização responsáveis por processos, como a 

adesão e mobilidade celular (Schaepfer, et.al., 2004; Mitra, et.al., 2005).  A 

ativação e posterior formação do “clustering” de integrinas facilita a 

autofosforilação da FAK no resíduo Tyr397. Esta autofosforilação aumenta a 

afinidade e subseqüente ativação de proteínas tirosina quinase da família-

Src, as quais medeiam a fosforilação de FAK em outros resíduos de tirosina, 

permitindo assim, a associação de outras proteínas à FAK desencadeando 

diversas vias de sinalização (van Nimwegen & van de Water, 2006) (Figura 7).  

A ativação da FAK aumenta a sobrevivência celular, protegendo as 

células de uma forma especial de apoptose, a “anoikis”, morte promovida 

pelo descolamento entre a célula e o substrato (Frisch & Screaton, 2001). 

Alguns trabalhos têm verificado um aumento na expressão de RNA 

mensageiro e/ou da proteína FAK em células de tumores primários e 

metastáticos, inclusive em células de melanoma (Owens, et.al. 1995; Kahana, 

et.al., 2002). E este aumento pode estar relacionado a uma maior resistência 

destas células a anoikis durante o processo de invasão (Frisch et.al., 1996). 

Por outro lado, foi demonstrado que a diminuição da expressão e/ou 

fosforilação de FAK aumenta a sensibilidade das células tumorais a apoptose 

(van Nimwegen & van de Water, 2006), mostrando assim a importância desta 

proteína nas vias de sinalização envolvidas na sobrevivência das células 

tumorais. 

Estudos mostram que a fosforilação da FAK pode ser modulada por 

ROS, uma vez que estas regulam negativamente as proteínas tirosina 

fosfatases (Chiarugi, 2005). 

Entretanto, pouco é conhecido sobre o envolvimento das espécies 

reativas de oxigênio geradas pela atividade NAD(P)H oxidase, e as vias de 

sinalização disparadas por FAK em células tumorais. Logo, o estudo das vias 
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de sinalização moduladas por ROS é um importante passo para o 

entendimento do desenvolvimento das células tumorais. 
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Figura 1,7: Vias de sinalização envolvidas com o crescimento celular reguladas por FAK. 
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2. Objetivos gerais 

 Tendo em vista o papel da atividade NAD(P)H oxidase em todas as 

etapas desenvolvimento tumoral, o objetivo deste trabalho foi investigar o 

envolvimento da NAD(P)H oxidase em diversas vias de sinalização 

intracelular em células de melanoma humano MV3. 

 

2.1. Objetivos específicos 

1. Avaliar a produção de espécies reativas de oxigênio pela NAD(P)H 

oxidase nas células de melanoma humano MV3; 

2. Investigar o efeito do DPI um inibidor da NAD(P)H oxidase sobre a 

viabilidade das células MV3; 

3. Investigar o efeito da apocinina, um inibidor específico da subunidade p47 

do complexo NAD(P)H oxidase sobre a viabilidade das células da linhagem 

MV3; 

4. Avaliar se a inibição farmacológica da ativação do NFB seria capaz de 

alterar a viabilidade das células de melanoma humano; 

5. Investigar o efeito da inibição da NAD(P)H oxidase na dinâmica do 

citoesqueleto de actina e nos pontos de adesão focal; 

6. Avaliar o efeito do DPI sobre as vias de sinalização intracelulares como 

FAK, Src; 

7. Avaliar o estado apoptótico das células de melanoma após a inibição da 

NAD(P)H oxidase; 

8. Avaliar o efeito da inibição da NAD(P)H oxidase sobre a proteína pró-

apoptótica caspase-3; 

9. Investigar se a inibição de fosfatases seria capaz de reverter o efeito 

inibitório do DPI sobre a viabilidade das células da linhagem MV3. 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                         Material e Métodos 
 

 

 

 



Cristiane Ribeiro Pereira 
 

 23 

3. Material e Métodos 

 

3.1 Linhagem celular 

Foram utilizadas as células da linhagem MV3, com alto potencial 

metastático, as quais foram gentilmente cedidas pelo Dr. Cezary 

Marcinkiewicz da Temple University, PA, USA. 

 

3.2. Cultura de células 

As células de melanoma humano MV3 foram mantidas em cultura a 

37°C e 5% de CO2 em presença do meio DMEM (Gibco Invitrogen 

Corporation) suplementado com NaHCO3 (DMEM: 3,7 g/L), HEPES (5,2 g/L), 

0,5 U/ml de penicilina e 0,5 mg/ml de streptomicina e 10% de soro fetal 

bovino (FBS) em pH 7,3. As células foram distribuídas em garrafas de cultura 

(Corning), quando confluentes foram incubadas com Hank’s EDTA (5mM) por 

5 minutos para o descolamento do plástico e centrifugadas a 1200 rpm por 

10 minutos. Posteriormente, as células foram ressuspensas em meio para 

contagem total em câmara de Neubauer. 

 

3.3. Ensaio de produção de espécies reativas de oxigênio 

 As células MV3 foram colocadas em placa de 24 poços (9,0 x 103 

células/poço) sobre lamínulas de vidro e mantidas a 37°C e 5% de CO2, 

“overnight” para adesão. Após este período, as células foram incubadas por 

diferentes tempos na presença ou ausência de DPI (10 M, Sigma) e na 

presença de dihidrorrodamina (DHR – 10 µM, Sigma), este na presença de 

peróxido de hidrogênio é oxidado e transforma-se em rodamina que 

fluoresce em vermelho. Após as incubações, as lâmínulas lavadas 

gentilmente com PBS e montadas sobre lâminas utilizando uma solução de 

N-propilgalacto 20 mM (Sigma) e glicerol (20%) em PBS. A produção de 

espécies reativas de oxigênio foi observada utilizando microscópio de 

epifluorescência (Olympus BX40) em aumento de 40x. 
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3.4. Ensaio de proliferação 

 As células foram colocadas em placa de 96 poços (6,0 x 103 

células/poço) mantidas a 37°C e 5% de CO2, “overnight” para adesão ao 

plástico. Após este período, as células foram incubadas na presença ou 

ausência de diferentes concentrações de DPI (0,1; 1; 3; 5; 10 M); e/ou 

ortovanadato de sódio (0,003; 0,01; 0,1; 1; 3; 10 µM, Sigma)ou apocinina (4-

acetovanilina - 1, 3, 10 µM, Sigma); ou PDTC (pirrolidina ditiocarbamato, 

Sigma);. Após 48h, a viabilidade das células foi determinada através do 

ensaio de redução do 3-(4-5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT, Sigma) a formazan (van de Loosdrecht et. al., 1991). Para 

tanto, o MTT diluído em PBS foi adicionado às células em uma concentração 

de 50 µg/ poço. As células foram incubadas no escuro, a 37° C por 4h. 

Posteriormente, o PSB/MTT foi descartado e adicionou-se isopropanol (100l) 

para dissolver os cristais de formazan.  As placas foram incubadas em estufa 

a 37°C por 30 minutos e foi realizada a leitura a 570nm em leitor de 

microplacas (BIO-RAD).  A densidade óptica obtida do grupo controle, ou 

seja, das células sem tratamento, foi considerada como equivalente a 100% 

de células viáveis.   

 

3.5. Ensaio de imunocitoquímica 

As células MV3 foram distribuídas em placa de 24 poços (9,0 x 103 

células/poço) sobre lamínulas de vidro e mantidas a 37°C e 5% de CO2, 

“overnight” para adesão. Após este período, as células foram incubadas por 

diferentes tempos na presença ou ausência de DPI (10 M). Após o tempo 

de incubação as células foram lavadas com PBS e posteriormente fixadas 

com paraformaldeído (sacarose 4%) por 20 minutos, permeabilizadas com 

Triton X-100 0,1% (Amersham Biosci.) em PBS por 5 minutos e lavadas com PBS. 

Em seguida, as células foram incubadas com PBS-BSA 5% por 30 minutos. 

Após este período, as células foram incubadas “overnight” com anticorpo 

primário anti-FAK (1:200, Santa Cruz Biotechnology). No dia seguinte, as 

lamínulas foram lavadas com PBS e posteriormente incubas com anticorpo 

anti-IgG conjugado a biotina (1:200, Santa Cruz Biotechnology) por 1 hora. 
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Após lavagem com PBS as células foram incubadas por 1 hora com 

estreptavidina conjugada a FITC (1:200, Caltag Laboratories). 

Para a marcação de actina polimerizada, as células foram incubadas 

com faloidina conjugada a TRITC (1:1000; Sigma) por 2 horas. Após a 

marcação, as lâmínulas foram montadas sobre lâminas utilizando uma 

solução de N-propilgalacto (20 mM) e glicerol (20%) em PBS. A distribuição 

de F-actina e da FAK foi observada utilizando microscópio confocal 

(Olympus - Fluoview version 3.3) em aumento de 100x. 

  

3.6. Ensaio de ciclo celular 

As células MV3 foram colocadas em placas de 6 poços (0,5 x 106 

células / poço) e mantidas a 37°C e 5% de CO2, “overnight” para adesão. 

Após este período, as células foram incubadas por 24 h na presença ou 

ausência de DPI (10 µM), apocinina (10 M) e cicloheximida (5 µM). Seguido 

o tempo de incubação, as células foram destacadas da placa com Hank’s 

EDTA (5mM), posteriormente centrifugas por 5 minutos a 200 x g, ressuspensas 

em 5 mL de PBS e fixadas em etanol 70%. Após 2 h no gelo, as células foram 

centrifugadas, lavadas e ressuspensas em 1mL em uma solução de PBS/ PI 

(RNase – 200 µg/mL , Triton 0,001%, PI – 20µg/mL). Passados 30 minutos no 

escuro à temperatura ambiente, as células foram analisadas por citometria 

de fluxo. A apoptose foi avaliada pela porcentagem de células em sub-G/0, 

representativo de DNA hipodiplóide. 

 

3.7. Obtenção de extratos celulares 

 As células de melanoma humano MV3 (0,5 x 106 células / poço) foram 

colocadas em placas de 6 poços e mantidas a 37°C e 5% de CO2, 

“overnight” para adesão. Após este período as células foram incubadas por 

diferentes tempos, a 37°C e 5% de CO2, na presença ou ausência de DPI (10 

µM). Após a incubação, as células foram lisadas em tampão de lise (HEPES 

20 mM, pH 7,9; glicerol 20% (v/v); NP-40 1% (v/v); MgCl2 1mM; EDTA 0,5 mM; 

EGTA 0,1 mM; DTT 0,5 mM e inibidores de proteases: fluoreto de fenilmetil 

sulfonil 1 mM (PMSF; Sigma), aprotinina 1 M (Sigma); leupeptina 1 M (Sigma) 
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e inibidor de tripsina 1 M (SBTI; Sigma). O conteúdo de proteínas do extrato 

total foi determinado pelo método de Bradforf (1976). 

 

3.8. Imunoprecipitação 

 Para análise da associação FAK-Src, as células MV3 (0,5 x 106 células / 

poço) foram colocadas em placas de 6 poços e mantidas a 37°C e 5% de 

CO2, “overnight” para adesão. Após este período as células foram 

incubadas, a 37°C e 5% de CO2, por diferentes tempos na presença ou 

ausência de DPI (10 µM). Após as incubações, as células foram lisadas com 

tampão de lise (Tris-HCl 50 mM, pH 7.4; NaCl 150 mM; MgCl2 1,5 mM; EDTA 1,5 

mM; Triton X-100 (1% v/v); glicerol (10% v/v); aprotinina (10 µg/µL); leupeptina 

(10 µg/µL); pepstatina (2 µg/µL); PMSF 1mM) para obtenção do extrato 

celular. Os extratos foram incubados “overnight” com anticorpo anti-FAK 

(1:200, Santa Cruz Biotechnology), posteriormente foram imunoprecipitados 

com proteína G agarose (Santa Cruz Biotechnology) por 2 horas a 4°C sob 

agitação). Os imunopreciptados foram analisados por “Western Blotting”, 

utilizando os anticorpos anti-FAK e anti-cSrc. 

 

3.9. Western blotting 

O conteúdo de proteínas dos extratos celular foi determinado pelo 

método de Bradford (Bradford, 1976) e aos extratos foram adicionados 20% 

do seu volume de tampão de amostra 5x concentrado (Tris-HCl 50 mM, pH 

6,8; SDS 1% (Pharmacia); glicerol 10%; azul de bromofenol 0,001%; -

mercaptoetanol 5% (Pharmacia)e aquecidas fervidas por 3 minutos. Os 

extratos celulares correspondentes a 30 g ou 15 µg de proteína foram 

fracionados por eletroforese em gel desnaturante com 10, 12 ou 15% de 

poliacrilamida (SDS-PAGE).  

Após 1 hora de eletroforese a 150 V e 25mA, as proteínas foram 

eletrotransferidas para membranas de PVDF (Hybond-P, Amersham 

Biosciences) durante 1 hora (15V, 328mA). Posteriormente, as membranas 

foram bloqueadas com Tween-PBS (T-PBS - 0,1%) contendo 2% BSA (Sigma) 

por 30 minutos, e em seguida, incubadas 4°C, “overnight” com anticorpo 
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policlonal anti-FAK (1:1000; Santa Cruz Biotechnology) ou anti-FAK policlonal 

fosforilada no resíduo 397 (1:500; Santa Cruz Biotechnology) ou anticorpo 

policlonal anti-caspase-3 (1:500; Santa Cruz Biotechnology) ou anti-cSrc  

policlonal (1:1000; Santa Cruz Biotechnology). Após três lavagens com T-PBS, 

as membranas foram incubadas com anticorpo anti-IgG específicos 

conjugado a biotina (1:10000; Santa Cruz) à temperatura ambiente sob 

agitação por 1 hora com subseqüente incubação com estreptavidina 

conjugada a peroxidase (1:10000; Caltag Laboratories). As proteínas 

imunorreativas foram visualizadas por com um kit de revelação por ECL 

(Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate – Pierce Biotechnology).  

 

3.10. Análise estatística 

 A significância foi obtida através do teste de Variância (ANOVA), 

seguida pela análise com o teste t-Bonferroni, sendo p0,05 considerado 

como estatisticamente significante. 
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4.1. Geração de ROS em células de melanoma humano da linhagem MV3 é 

NAD(P)H oxidase-dependente.  

 

Virtualmente todos os tipos celulares possuem alguma(s) das isoformas 

da enzima NAD(P)H oxidase. Em células não-fagocíticas, destacam-se as 

isoformas desta enzima que geram quantidades reduzidas, porém 

sustentadas de ROS para o meio intracelular, as quais têm a função de 

controlar uma série de cascatas de sinalização (Miller, et.al., 2006, Ushio-

Fukai, 2006). Utilizando o sonda DHR, que fluoresce na presença de H2O2, 

produto da metabolização do O2
- pela superóxido dismutase (SOD), 

podemos observar nas imagens obtidas por microscopia de epifluorescência 

que as células de melanoma humano MV3 geram quantidades mensuráveis 

de ROS de modo NAD(P)H oxidase-dependente, uma vez que esta geração 

foi inibida com o uso do inibidor desta atividade, DPI (10 µM).   Este dado 

comprova, pela primeira vez, a atividade NAD(P)H oxidase nesta linhagem 

tumoral (Fig. 4.1). 

 

4.2. A inibição da atividade NAD(P)H oxidase reduz o crescimento das 

células da linhagem de melanoma humano MV3 

 

 Com o objetivo de investigar as implicações da atividade NAD(P)H 

oxidase sobre o crescimento e sobrevivência da linhagem de melanoma 

estudada, a sobrevivência das células MV3 foi avaliada através do método 

de redução do MTT em células incubadas com diferentes concentrações de 

DPI, por 48h. Como pode ser observado na Figura 4.2, a inibição da 

atividade da NAD(P)H oxidase por DPI foi capaz de diminuir o crescimento 

celular de maneira concentração-dependente.  
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Figura 4.1: A geração de ROS nas células de melanoma humano MV3 depende da atividade da 

NAD(P)H oxidase. As células (9,0 x 103) foram incubadas por diferentes tempos na presença ou na 

ausência de DPI (10 µM) e na presença dihidrorodamina (DHR - 10 µM). Após as incubação, a 

produção de H2O2 pela oxidação da DHR foi analisada por microscopia de epifluorescência. As 

células marcadas em vermelho indicam a produção intracelular de H2O2 e as imagens em cinza 

indicam a posição das células. 
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Figura 4.2: A inibição da atividade da NAD(P)H oxidase reduz o crescimento das células de melanoma 

humano MV3. As células (6,0 x 103), após adesão na placa, foram incubadas na presença ou ausência 

de DPI, nas concentrações de 0,1; 1; 3; 5 e 10 µM. Após 48 horas de incubação, a 

sobrevivência/crescimento celular foi determinada por ensaio de MTT.  Os resultados estão expressos 

em porcentagem do controle e são referentes à média  desvio-padrão de, no mínimo, três 

experimentos independentes. * p 0.001 comparado ao controle. 
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4.3. A geração de ROS e conseqüente efeito sobre o crescimento celular na 

linhagem de melanoma humano MV3 não envolvem a subunidade p47phox. 

 

Dentre as várias isoformas de NAD(P)H oxidase conhecidas até a 

presente data, algumas requerem a translocação e conseqüente 

acoplamento da subunidade p47phox para que o complexo seja 

funcionalmente ativo (Miller, et.al., 2006). Em um estudo realizado com outras 

linhagens de melanoma, que não MV3, constatou-se que não há expressão 

de RNA mensageiro para a subunidade p47phox da NAD(P)H oxidase, o que 

determina que a atividade NAD(P)H oxidase observada seja p47phox-

independente (Brar, et.al, 2002). A partir de uma abordagem farmacológica, 

utilizando apocinina, um inibidor específico da translocação da subunidade 

p47phox. Como já observado em outras linhagens de melanoma, notamos 

também que a subunidade p47phox não está envolvida na atividade NAD(P)H 

oxidase em MV3, uma vez que o tratamento com concentrações crescentes 

de apocinina (1-10 M) não resultou em qualquer alteração sobre o 

crescimento das células de melanoma humano MV3, como acessado 

através do ensaio de MTT (Fig. 4.3). 

 

4.4. O fator de transcrição redox-sensível NF-B não está envolvido no 

controle do crescimento em células de melanoma humano MV3. 

 

 Dentre todas as vias de sinalização envolvidas com a 

sobrevivência/proliferação celular e que são reconhecidamente redox-

sensíveis, destaca-se a do fator de transcrição NF-B (Poser & Bosserhoff, 

2004, Nakano, et. al., 2005).  Apesar de a atividade NAD(P)H oxidase ser 

crítica para a ativação do NF-B em uma série de linhagens tumorais, a 

inibição direta do NF-B não é capaz de alterar a sobrevivência celular em 

algumas linhagens de melanoma (Brar et.al., 2002). Na Figura 4.4, observa-se 

que o tratamento das células MV3 com PDTC, em uma concentração 

seletiva para a inibição da ativação redox-sensível do NF-B (0,1 M), não 

teve qualquer efeito sobre o crescimento das células de melanoma humano 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16341124&query_hl=16&itool=pubmed_docsum
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MV3. No entanto, o aumento da concentração de PDTC (1 µM e 10 µM) 

resulta na perda de seletividade para a inibição do NF-kB (Mankhetkorn, 

et.al., 1994). Este composto age então como um antioxidante, cuja ação é 

inespecífica, o que se reflete pela redução do crescimento das células de 

melanoma humano, provavelmente pelo “scavenging” de ROS (dados não 

mostrados). 

 

 

 

 

Figura 4.3: Apocinina não altera o crescimento das células MV3. As células (6,0 x 103), após 

adesão na placa, foram incubadas na presença ou ausência de apocinina, nas concentrações de 1; 

5 e 10 µM. Após 48 horas de incubação, o crescimento celular foi determinada por ensaio de MTT.  Os 

resultados estão expressos em porcentagem do controle e são referentes à média  desvio-padrão de, 

no mínimo, três experimentos independentes.  
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Figura 4.4: O inibidor do NFB (PDTC) não altera o crescimento das células de melanoma 

humano MV3. As células (6,0 x 103), após aderidas, foram incubadas na presença ou ausência de 

PDTC, nas concentrações de 0,1 µM. Após 48 horas de incubação, o crescimento foi determinada por 

ensaio de MTT.  Os resultados estão expressos em porcentagem do controle e são referentes à média  

desvio- padrão de, no mínimo, três experimentos independentes.  
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4.5. A inibição da atividade NAD(P)H oxidase induz alterações morfológicas 

nas células de melanoma humano 

 

 Como podemos observar nestas imagens feitas através de 

microscopia de contraste de fase, o tratamento das células de melanoma 

humano MV3 com o inibidor da NAD(P)H oxidase, DPI (10 M) resulta em 

alterações morfológicas severas. Enquanto, as células controle apresentam-

se bem aderidas e bastante espraiadas (Fig 4.5.A), as células tratadas com 

DPI (Fig 4.5.B), apresentam-se arredondadas, sugerindo perda de contato 

com o substrato.  

 

4.6. A atividade NAD(P)H oxidase regula a dinâmica do citoesqueleto de 

actina e os pontos de adesão focal em células de melanoma humano MV3 

 

Estudos demonstram que o citoesqueleto de actina está envolvido em 

alterações morfológicas durante a adesão e o espraiamento celular 

(revisado em Schimidt & Hall, 1998). Além disso, está bem estabelecido que a 

associação do citoesqueleto de actina à FAK é um fenômeno indispensável 

para o desencadeamento de diversas vias de sinalização intracelular 

disparadas por moléculas de adesão (Parsons, et.al., 2000).  

 Desta maneira, o nosso objetivo foi avaliar a importância da atividade 

NAD(P)H oxidase na dinâmica do citoesqueleto de actina e nos pontos de 

adesão focal (estruturas localizadas na periferia celular, composta por actina 

polimerizada e FAK, e que indicam os principais pontos de adesão da célula 

ao seu substrato). Para isto, realizamos um ensaio de imunocitoquímica, no 

qual as células foram incubadas ou não com DPI (10 µM), por diferentes 

tempos. Podemos notar que após 2 horas de tratamento das células de 

melanoma com DPI há uma alteração dramática da organização do 

citoesqueleto de actina, com diminuição do número de fibras de estresse 

(feixes de actina polimerizada), além da formação de um cordão cortical de 

actina, fenômeno que costuma preceder o descolamento da célula do 
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substrato. Também observamos a diminuição dos pontos de adesão focal, 

caracterizados por pontos amarelos, que indicam a co-localização da 

actina polimerizada com a FAK (Fig. 4.6). 

 

 

 

 

 

Figura 4.5: A inibição da atividade da NAD(P)H oxidase induz alterações morfológicas nas 

células de melanoma humano MV3. As células foram semeadas e após adesão sobre a placa foram 

incubadas na presença de DMEM suplementado com 10% de FBS (4.5.A) e na presença do inibidor da 

atividade da NAD(P)H oxidase -DPI 10 µM- (4.5.B). As imagens foram obtidas por microscopia de 

contraste de fase. 
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Figura 4.6: NAD(P)H oxidase regula a dinâmica do citoesqueleto de actina e adesões focais 

em células de melanoma humano MV3. As células (9,0 x 103), foram semeadas e após adesão sobre 

lâmínulas, foram incubadas na presença ou ausência de DPI (10 µM), por 2 e 4 horas. Após as 

incubações, as células foram fixadas, permeabilizadas. Posteriormente a FAK foi imunomarcada com 

estreptavidina conjugada a FITC e a actina marcada com faloidina conjugada a rodamina. A 

marcação em verde representa a FAK, enquanto a marcação em vermelho representa a actina. Os 

pontos de co-localização actina-FAK estão marcados de amarelo. As células foram analisadas em 

microscópio confocal, em aumento de 100X. 
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4.7. A inibição da NAD(P)H oxidase diminui a fosforilação de FAK em células 

de melanoma humano MV3 

 

 Dentre as muitas proteínas intracelulares cuja atividade é regulada por 

ROS encontra-se a quinase de adesão focal (FAK; Chiarugi, 2003). Dados da 

literatura demonstram que a ativação de integrinas recruta FAK, sendo esta 

autofosforilada no resíduo de tirosina 397, sendo este evento um ponto crítico 

para a interação da FAK com a actina polimerizada e outros componentes 

ligados tanto à organização estrutural como à sinalização celular (Toutant 

et.al., 2002). A partir da observação que a inibição da NAD(P)H oxidase pelo 

DPI diminui os pontos de adesão focal nas células de melanoma, o nosso 

próximo objetivo foi analisar o efeito da atividade NAD(P)H oxidase sobre a 

fosforilação de FAK em resíduos de tirosina nas células MV3 incubadas ou 

não com DPI. Análise por Western blotting revela que a inibição da atividade 

NAD(P)H oxidase diminui drasticamente o conteúdo de FAK fosforilada no 

resíduo Tyr397 em ambos os tempos estudados (2h e 4h, Fig. 4.7). 

 

4.8. A inibição da NAD(P)H oxidase diminui a associação c-Src – FAK em 

células de melanoma humano MV3 

 

 O engajamento das integrinas aos seus contra-receptores (moléculas 

de matriz extracelular ou proteínas da família das imunoglobulinas) estimula 

a fosforilação de FAK no resíduo Tyr397, levando a um aumento da afinidade 

nos sítios de ligação à tirosina quinase Src, o que resulta na ativação da 

última (Mitra & Schlaepfer, 2006). O controle da associação FAK-Src é 

importante para ativação de vias de sinalização envolvidas no espraiamento 

celular e na dinâmica dos pontos de adesão focal durante o processo de 

motilidade celular, críticos não só para o processo de metástase, mas 

também para o crescimento e sobrevivência celular (Schlaepfer et.al., 2004; 

Mitra et.al., 2005). Como pode ser observado na Figura 4.8, a inibição da 
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NAD(P)H oxidase pelo DPI (10 M) diminuiu significativamente a associação 

de FAK a c-Src nos diferentes tempos de incubação (2 e 4 horas). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.7: A inibição da atividade da NAD(P)H oxidase reduz a fosforilação de FAKY397 em células de 

melanoma humano MV3. Após adesão das células às placas, as células foram incubadas na presença 

ou ausência de DPI (10 M) por 2 e 4 horas. Posteriormente, as células foram processadas para 

obtenção dos extratos celulares e o conteúdo de p-FAKY397 e FAK, nos lisados celulares, foi 

imunomarcado com anticorpo anti-FAK, anti-fosfo-Tyr-397-FAK  e analisados por densitometria. A 

relação entre conteúdo de p-FAK e FAK total foi expresso em unidades arbitrárias. Este experimento é 

representativo de três experimentos independentes. 
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Figura 4.8: O inibidor da atividade da NAD(P)H oxidase diminui a associação da FAK à c-Scr em células 

da linhagem de melanoma humano MV3. Após adesão das células às placas, as células foram 

incubadas na presença ou ausência de DPI (10 M) por 2 e 4 horas. Posteriormente, o lisado celular foi 

imunoprecipitado com anticorpo anti-FAK e imunomarcado com o anticorpo anti-FAK ou com a 

anticorpo anti-c-Src. A marcação foi analisada por densitometria e o conteúdo de c-Src associado a 

FAK foi expresso em unidades arbitrárias. O resultado é representativo de três experimentos 

independentes. 
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4.9. A inibição da NAD(P)H oxidase aumenta a apoptose das células de 

melanoma humano MV3 

 

 Nossos resultados anteriores demonstram que a inibição da NAD(P)H 

oxidase compromete a sobrevivência das células de melanoma, e promove 

alterações no citoesqueleto de actina e diminuição dos pontos de adesão 

focal, diminuindo o conteúdo de FAK fosforilada e associação FAK – c-Src.  

Tais características sugerem a ocorrência de anoikis, ou apoptose por 

descolamento do substrato. Uma vez que a clivagem internucleossomal do 

DNA é uma marca do processo apoptótico, a ocorrência de apoptose foi 

acessada pela avaliação do conteúdo de DNA hipodiplóide de células 

permeabilizadas, marcadas com PI para subseqüente aquisição por 

citometria de fluxo. A porcentagem de células na fase sub-G/0 é 

representativo de apoptose. Podemos notar na Figura 4.9, que após 24h de 

incubação, as células do controle apresentam uma pequena porcentagem 

das células na fase de sub-G/0 (10,65%). Entretanto, as células tratadas com 

10 µM de DPI apresentaram um aumento significativo da apoptose em 

relação ao controle (28,33%). Foi utilizado como um controle positivo da 

apoptose a cicloheximida (5 µM), um inibidor de síntese protéica (38,56% de 

células em apoptose). 

 

4.10. A inibição da NAD(P)H oxidase induz o processamento ativo da pró-

caspase-3 nas células de melanoma humano MV3 

 

 A ativação da cascata de caspases é um dos passos críticos da 

cascata apoptótica (Thornberry & Lazebrik, 1998). Como podemos observar 

na Figura 10, o tratamento das células com o inibidor da NAD(P)H oxidase 

DPI (10 µM) por 24h induziu o processamento da pró-caspase-3 (32 kDa), 

como pode ser observado pela diminuição da banda imunoreativa. Esta 

diminuição é acompanhada por um aumento significativo da caspase-3 
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processada, o que confirma o aumento da atividade desta protease efetora 

deste tipo de morte celular programada (dados não mostrados). 

 

 

Figura 4.9: A inibição da atividade da NAD(P)H oxidase induz a apoptose nas células da linhagem de 

melanoma humano MV3. As células foram incubadas na presença de DMEM completo- 10% FBS- (A) 

ou (B) na presença de DPI (10 M) ou (C) na presença de cicloheximida (5 µM), por 24h. 

Posteriormente, as células foram fixadas, coradas com PI e analisadas por citometria de fluxo. O 

gráfico 4.9.D representa a porcentagem de células na fase sub-G/0 (DNA hipodiplóide), que é 

representativa de apoptose. O resultado mostrado é representativo, de três experimentos 

independentes.  
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Figura 4.10: A inibição da atividade da NAD(P)H oxidase induz o processamento ativo da pró-caspase-

3 em células de melanoma humano MV3. As células foram incubadas na presença ou ausência de DPI 

(10 M) por 24h. Posteriormente, o lisado celular foi imunomarcado com o anticorpo anti-caspase-3. A 

marcação foi analisada por densitometria. O gráfico corresponde ao conteúdo de pró-caspase-3 que 

foi expresso em unidades arbitrárias. O gráfico corresponde à média e desvio-padrão de três 

experimento independentes. 
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4.11. O ortovanadato reverte a inibição da viabilidade das células MV3 

induzida por DPI 

 

 Como já descrito, as ROS inibem proteína tirosina fosfatases e 

conseqüentemente ativam proteínas tirosina quinases (revisado em Chiarugi, 

2005). Ao inibir a geração de ROS, aumenta-se a modulação das proteínas 

tirosina fosfatases e reduz-se a modulação das proteínas tirosina quinases. 

Para avaliar se a diminuição dos níveis intracelulares de ROS (decorrente da 

inibição da atividade NAD(P)H oxidase) altera a fisiologia das células de 

melanoma via o aumento da atividade tirosina quinase, as células foram 

pré-incubadas com o inibidor de proteínas tirosina fosfatases, ortovanadato 

de sódio (NA3VO4). O tratamento com o ortovanadato de sódio não alterou 

o crescimento celular nas concentrações estudadas. (3 nM – 10 M, Fig. 

4.11.A). No entanto, o pré-tratamento com ortovanadato de sódio foi capaz 

de reverter totalmente a inibição do crescimento promovida pelo inibidor da 

NAD(P)H oxidase, DPI (10 µM), desde a menor concentração utilizada (3 nM, 

Fig. 4.11.B).  
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Figura 4.11.A: A inibição de proteínas tirosina fosfatase por ortovanadato de sódio não altera a 

viabilidade das células MV3. As células (6,0 x 103) foram incubadas na presença ou ausência de 

ortovanadato de sódio, nas concentrações de 0,003; 0,01; 0,1; 1; 3 e 10 M. Após 48 horas de 

incubação, a sobrevivência foi determinada por ensaio de MTT.  Os resultados estão expressos em 

porcentagem do controle e são referentes à média  desvio-padrão de três experimentos 

independentes.  

 

 

 
 
Figura 4.11.B: A pré-incubação com ortovanadato de sódio reverte a inibição da viabilidade das 

células MV3 induzida por DPI. As células (6,0 x 103) foram incubadas na presença ou ausência de 

ortovanadato, nas concentrações de 0,003; 0,01; 0,1; 1; 3 e 10 M por 30 minutos e posteriormente, 

foram adicionados 10 µM de DPI. Após 48 horas de incubação, a sobrevivência foi determinada por 

ensaio de MTT.  Os resultados estão expressos em porcentagem do controle e são referentes à média  

desvio- padrão de, no mínimo, três experimentos independentes. * p 0.05 comparado ao controle, ** 

p< 0.05 comparado ao DPI 
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5. Discussão 

 Um grande número de evidências demonstra o envolvimento de ROS 

na sinalização intracelular em diversos tipos celulares (Aslan & Ozben, 2003; 

Poli, et.al., 2004). Modificações na sinalização via ROS podem resultar em 

alterações fisiológicas e patológicas, como progressão do ciclo celular 

(Boonstra & Post, 2004) e aumento da apoptose (Gourlay & Ayscough, 2005; 

Johann, et.al., 2005). 

 Demonstrou-se ainda, que diversos tipos de células tumorais 

apresentam um elevado status oxidativo, o qual contribui para a 

carcinogênese (Emerit, 1994; Winter Toyokuni, 1999; Ambrosone, 2000). O 

aumento do estresse oxidativo em células tumorais pode estar relacionado 

tanto ao aumento da geração de ROS por NAD(P)H oxidases (Marnett, et.al., 

2000), como também pela diminuição dos agentes antioxidantes (Sato et.al., 

1992). 

Além do envolvimento das ROS na indução da carcinogênese, estas 

participam também nas diversas as etapas do desenvolvimento tumoral, até 

mesmo durante o processo de metástase, por afetarem a sobrevivência, 

crescimento e migração celular (Sander et.al., 2004; Wen-Sheng, 2006). Klees 

e colaboradores (2006) mostraram que diminuição da geração de ROS pela 

inibição da atividade da NAD(P)H oxidase resulta numa redução da 

migração de células de câncer de mama. Foi demonstrado ainda que a 

inibição da transcrição da subunidade catalítica Nox4 inibe a produção de 

superóxido e aumenta a apoptose, via AKT, em células de câncer de 

pâncreas (Mochizuki, et.al., 2006)). Em células de melanoma humano 

observou-se redução do crescimento pela inibição da NAD(P)H oxidase por 

DPI (Brar, et.al., 2002).  

Em nosso trabalho, observamos que as células de melanoma humano 

MV3 produzem ROS, para o meio intracelular, através da oxidação de 

diidrorodamina e esta produção é rapidamente cessada pela adição do 

inibidor da NAD(P)H oxidase, DPI. A inibição da NAD(P)H oxidase foi capaz 

também de reduzir a sobrevivência/crescimento das células MV3 em 

aproximadamente 50%. Logo, nosso trabalho demonstra, pela primeira vez, 
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que células de melanoma MV3, com alto potencial metastático, são 

capazes de produzir ROS via NAD(P)H oxidase. As ROS então geradas têm 

papel fundamental na sobrevivência deste tipo de tumor, como observado 

em trabalhos anteriores realizados com outras linhagens de melanoma 

humano.  

Testamos também o efeito de um outro inibidor da NAD(P)H oxidase, 

apocinina, sobre a viabilidade celular. Este é um inibidor específico da 

translocação da subunidade citoplasmática p47phox, e os resultados revelam 

que este inibidor não foi capaz de reduzir o crescimento das células de 

melanoma humano MV3.  

Sabe-se que existem diferentes constituintes de membrana homólogos 

a gp91phox (Nox2) em diferentes tipos celulares (Sumimoto, et.,al, 2005). 

Dentre esses homólogos, temos Nox4, que recentemente, foi descrito como 

responsável pela produção constitutiva de ROS em células epiteliais, 

independentemente dos componentes citoplasmáticos, tendo participação 

apenas de outra subunidade de membrana, a p22phox (Martyn, et.al., 2006). 

Foi demonstrado também que diversos tipos de células de melanoma, com 

diferentes graus de malignidade, não apresentavam RNA mensageiro para 

as subunidades citoplasmáticas p47phox e p67phox (Brar, et.al., 2002). Estes 

dados, juntamente com o fato de que a apocinina não apresentou efeito 

sobre a sobrevivência das células de melanoma, indicam que, 

provavelmente, as células MV3 também não apresentem as subunidades 

citoplasmáticas do complexo NAD(P)H oxidase e, possivelmente, 

apresentem como componente de membrana um homólogo a Nox4. 

Os processos de desenvolvimento e progressão de melanomas 

envolvem a ativação de fatores de transcrição capazes de modular a 

expressão de proteínas envolvidas em diversos mecanismos celulares (Poser 

& Bosserhoff, 2004). Um destes fatores de transcrição que é modulado por 

ROS é o NF-B. A fim de testarmos o envolvimento deste fator de transcrição 

sobre a viabilidade das células MV3, incubamos as células com um inibidor 

do NF-B, PDTC, e observamos que a inibição do NF-B não foi capaz de 

alterar a sobrevivência destas células de melanoma. Entretanto, o PDTC 
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apresentou efeito significativo sobre a redução da viabilidade celular, 

quando utilizado em concentrações, nas quais age como antioxidante 

(dados não mostrados). Desta maneira, os resultados iniciais mostraram a 

importância da produção de ROS para a sobrevivência das células de 

melanoma e a necessidade de estudarmos outras vias de sinalização 

moduladas por ROS, que antecedam a ativação de fatores de transcrição. 

Em nossas primeiras observações ao microscópio notamos que após a 

incubação com o inibidor da NAD(P)H oxidase, as células apresentavam 

modificações morfológicas severas, mostrando-se menos espraiadas, mais 

arredondadas, nos fazendo suspeitar que a inibição de ROS pudesse estar 

afetando a adesão celular.  

A adesão da célula à matriz extracelular é importante para 

manutenção da forma celular, sobrevivência, crescimento, migração e 

ocorre através da adesão focal (Mareel & Leroy, 2003; Hehlgans, et.al., 2006). 

Após a interação das integrinas aos componentes da matriz extracelular, as 

integrinas formam um “clustering” e posteriormente, a FAK liga-se à sua 

cauda citoplasmática, promovendo o recrutamento de outras proteínas 

para a adesão focal, como actina (van Nimwegen & van de Water, 2006). A 

associação FAK-actina é importante para a formação e manutenção da 

adesão celular e pode ser modulada por ROS. 

Desta maneira, nós avaliamos efeito da inibição da NAD(P)H oxidase, 

conseqüentemente o efeito da inibição de ROS, sobre a co-localização de 

actina e FAK nas células MV3. Observamos que as células do controle 

apresentavam-se bastante espraiadas, com definida co-localização de 

actina e FAK, nos pontos de adesão focal. No entanto, a incubação com 

DPI provocou o desmantelamento do citoesqueleto de actina e dos pontos 

de adesão focal, em tempos bastante precoces. Podemos notar ainda que, 

nas células tratadas com o DPI, a formação de um cordão cortical de actina 

polimerizada, que é uma característica de descolamento celular.  

Dados da literatura demonstram que a inibição da fosforilação da FAK 

induz a despolimerização dos filamentos de actina e conseqüentemente 
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alterações na morfologia celular (Martin & Vuori, 2004). Estas modificações 

morfológicas provocadas por perturbações no citoesqueleto de actina, 

desestabilizam os contatos célula-célula e célula-matriz, o que 

freqüentemente conduz à apoptose (Kulms, et.al., 2002).  

Como já foi citada, a formação da adesão focal depende da ligação 

da FAK a integrina e esta estimula a autofosforilação da FAK no resíduo 

tirosina 397 (van Nimwegen & van de Water, 2006). Esta auto-fosforilação, por 

sua vez, promove a interação da integrina ao citoesqueleto de actina (Shi & 

Boettiger, 2003). A determinação da fosforilação em resíduos específicos tem 

ajudado na identificação da agressividade dos melanomas. Recentemente, 

demonstrou-se que somente as células de melanoma com características 

altamente agressivas, ou seja, capacidade de invasão, migração e com 

potencial vasculogênico, apresentavam FAK fosforilada nos resíduos de 

tirosina 397 e 576. Em pacientes, observou-se um significante aumento da 

FAK fosforilada nestes mesmos resíduos, indicando que possa existir uma 

correlação entre a sinalização de FAK e o aumento do comportamento 

agressivo do melanoma (Hess, et.al., 2005).  

As células de melanoma MV3 são conhecidas por seu grande 

potencial metastático (van Muijen, et.al., 1991), e nossos resultados 

confirmam este fato, uma vez que observamos fosforilação constitutiva da 

FAK no resíduo tirosina 397. Esta fosforilação de FAK, assim como a 

fosforilação de outras tirosinas quinases, pode ser regulada por ROS através 

da modulação negativa de proteínas tirosina fosfatases (Chiarugi et.al, 2003). 

Nossos resultados revelam que a ausência de ROS geradas a partir da 

atividade NAD(P)H oxidase provoca uma redução bastante significativa da 

fosforilação da FAKY397.  

Além de promover a ligação entre a integrina e o citoesqueleto de 

actina, a fosforilação da FAK no resíduo Tyr397 é responsável também pelo 

aumento da afinidade e ativação de proteínas tirosina quinase da família da 

Src, que medeiam a fosforilação de outros sítios da FAK.  O complexo FAK-Src 

age no controle de vários eventos de sinalização em células normais e 

tumorais (Mitra & Schlaepfer, 2006). Há registros do envolvimento deste 
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complexo em células malignas no controle da morfologia celular, no 

“turnover” do contato focal durante os eventos de motilidade celular (Mitra 

et.al., 2005), na sobrevivência (Frisch & Francis, 1994; McLean, et.al.,2004) e 

proliferação (Ding, et.al., 2005). De acordo com os nossos resultados, 

notamos que a presença da fosforilação de FAKY397, está relacionada com a 

associação da FAK-Src observada nas células sem tratamento. Além disso, a 

diminuição da fosforilação neste resíduo de tirosina, provocada pela inibição 

da atividade da NAD(P)H oxidase, reduziu também a associação FAK-Src, 

mostrando que a fosforilação no resíduo Tyr397, associação FAK-Src e 

conseqüentemente a formação do contato focal são dependentes da 

modulação de ROS. 

O rompimento da adesão à matriz extracelular resulta, em muitas 

células, em um processo de indução de morte, conhecido como anoikis 

(Frisch & Francis, 1994). A anoikis é provavelmente um importante mecanismo 

evolutivo para manter a integridade e função de vários tecidos e órgãos 

pela eliminação das células que perderam o contato, impedindo a 

sobrevivência em outros sítios.  

Durante a adesão ou descolamento celular, várias proteínas quinases 

são ativadas ou inibidas, e estas podem estar envolvidas tanto na prevenção 

quanto na indução da anoikis. Tem sido descrito que a capacidade de 

resistência a anoikis é uma referência para a transformação neoplásica 

(Grossmann, 2002). Trabalhos demonstram que o aumento da fosforilação da 

FAK está relacionado ao aumento da resistência das células este tipo de 

apoptose sendo ainda importante para o processo de metástase (Zhu, et.al., 

2000; Grossmann, 2002). E como esperado, a inibição FAK induz a anoikis em 

células malignas (van Nimwegen & van de Water, 2006).  

Logo, a redução da fosforilação da FAK, seguida da diminuição da 

adesão focal, através da inibição da NAD(P)H oxidase, observada em nossos 

experimentos, poderia estar desencadeando um processo de anoikis, que se 

reflete na inibição da sobrevivência das células de melanoma. Uma das 

maneiras de avaliar a apoptose é através da análise do ciclo celular. Os 

resultados mostraram que as células MV3 incubadas com DPI apresentaram 
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um aumento na porcentagem de células na fase sub-G/0 (DNA 

hipodiplóide), que é uma característica de apoptose. Em dados não 

mostrados, analisamos a indução da apoptose após incubação das células 

com a apocinina (inibidor da p47phox) e mais uma vez não obtivemos 

diferenças significativas em reação ao controle. Indicando que este inibidor 

realmente não apresenta efeito sobre as células MV3. 

Entretanto, ainda não está claro como o sinal apoptótico é disparado 

após o rompimento da interação da célula ao substrato. Acredita-se que a 

anoikis em células epiteliais não seja disparada por ativação de ligantes a 

receptores de morte. (Frish, 1999; Rytomaa, et.al., 1999). Contudo, foi 

demonstrado que a anoikis é mediada pela ativação de caspase-8 e 

caspase-3 (Rytomaa, et.al., 1999). 

As caspases são cisteína proteases (Alnemri, et.al., 1996) e são 

sintetizadas na forma de zimogênio, sendo em muitos casos ativadas por 

clivagem proteolítica do zimogênio (Hengartner, 2000). A ativação da 

caspase-3, a qual tem atividade efetora, é um ponto crucial para o 

desmantelamento celular (Slee, et.al., 1999). Nossos resultados mostraram 

que inibição da geração de ROS pela NAD(P)H oxidase nas células de 

melanoma MV3 provocaram uma redução significativa do conteúdo de pró-

caspase-3 e aumento dos fragmentos ativos da caspase-3 (dados não 

mostrados). Com o aumento do processamento ativo da pró-caspase-3 e da 

porcentagem de células da fase sub-G/0, temos um conjunto de evidências 

que indicam que a diminuição da sobrevivência observada deve-se à 

indução da anoikis nas células de melanoma MV3.  

Interessantemente, foi visto que durante o processo de apoptose a FAK 

é clivada pelas caspases (Wen, et.al., 1997) gerando um polipepitídeo, FRNK 

(FAK-related non kinase), que apresenta o domínio catalítico bloqueado 

(Gervais et.al., 1998) e que compete com a FAK íntegra pelo sítio na adesão 

focal. Desta maneira, impedindo possíveis tentativas de recuperação da 

sobrevivência celular (van Ninwegen & van de Water, 2006). 

Como mencionado, as ROS podem modular negativamente as 

proteínas tirosina fosfatases, através da oxidação do sítio ativo de cisteína 
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destas proteínas levando à inativação enzimática. Desta forma, a inibição 

das proteínas tirosina fosfatases ajuda a propagar sinais mediados por 

receptores tirosina quinases pela fosforilação de proteínas em resíduos de 

tirosina, geralmente associados a estímulos proliferativos (Chiarugi, 2005). 

Recentemente, Chiarugi e colaboradores (2003) propuseram uma 

regulação redox da sinalização de integrina durante a adesão celular. Neste 

modelo, encontraram evidências de que a geração de ROS intracelular 

ocorre após a ligação de integrinas à matriz extracelular. As ROS são 

requeridas para oxidar/inibir proteínas tirosina fosfatases de baixo peso 

molecular e SHP2 (proteína tirosina fosfatase 2), impedindo que as enzimas 

defosforilem e inativem a FAK. Um outro grupo demonstrou que durante a 

adesão celular mediada por integrina, a actina sofre regulação da geração 

fisiológica de ROS. A inibição destas mesmas tirosinas fosfatases aumenta o 

sinal de indução do rearranjo do citoesqueleto. Além desta ação indireta as 

ROS são de agir diretamente sobre o citoesqueleto de actina, através da 

oxidação da actina (Fiaschi T, et.al., 2006). 

Com o objetivo de avaliar o envolvimento de proteínas tirosina 

quinases nos efeitos decorrentes da inibição da atividade NAD(P)H oxidase 

em nosso modelo, as células de melanoma humano MV3 foram pré-

incubadas com o inibidor de tirosina fosfatases, Na4VO3. Notamos que a 

inibição de tirosina fosfatases reverteu completamente o efeito inibitóro do 

DPIsobre o crescimento celular, o que indica fortemente que as ROS geradas 

pelocomplexo NAD(P)H oxidase inibem a atividade de tirosina fosfatases, o 

que mantém o elevado estado fosforilativo da FAK nesta linhagem de 

melanoma. Tal fenômeno tem como conseqüencia a manutenção do 

crescimento / viabilidade celular e  proteção contra anoikis. 

Como conclusão, nossos resultados mostraram que a geração de ROS 

pela NAD(P)H oxidase está envolvida nos mecanismos de sobrevivência das 

células de melanoma, afetando as vias envolvidas na adesão focal, através 

da modulação negativa de fosfatases (Figura 5.1).  
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Figura 5.1: Modelo proposto de vias de sinalização ativadas pela produção de ROS pela 

NAD(P)H oxidase em células de melanoma humano. A ligação das integrinas à matriz 

extracelular estimula a produção de ROS pelo complexo NAD(P)H oxidase. As ROS modulam 

negativamente as proteínas tirosina fosfatases e conseqüentemente aumentando a fosforilação 

de proteínas tirosina quinases como FAK. A fosforilação da FAKY397 aumenta a afinidade por Src 

e estimula a polimerização dos filamentos de actina, formando a adesão focal. A adesão induz 

ativação de diversas vias de sinalização envolvidas com a sobrevivência, migração, 

proliferação das células de melanoma. Assim como impede a ativação da anoikis, via caspase-

3.  

A inibição da atividade da NAD(P)H oxidase por DPI, inibe a síntese de ROS, aumentando a 

regulação das proteínas tirosina fosfatases, que inibem a adesão focal, induzindo as células de 

melanoma à anoikis. 
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