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RESUMO

Evidéncias tém mostrado que as espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas
pela NAD(P)H oxidase sdo importantes moduladores de diversas funcoes
celulares como migracdo, crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia. Estudos
recentes demonstraram o envolvimento da atividade da NAD(P)H oxidase
no crescimento e sobrevivéncia de células de melanoma. Neste trabalho,
investigamos o efeito da inibicdo da NAD(P)H oxidase por difenileneioddnio
(DPI) sobre o crescimento das células de melanoma humano MV3 e
observamos que este composto reduziu o crescimento destas células em
aproximadamente 50%. A inibicdo da NAD(P)H oxidase induziu mudancas no
formato celular, com arredondamento, diminuicdo do espraiomento e
descolamento celular. Esta reducdo foi acompanhada por um rearranjo do
citoesqueleto de actina, diminuicdo da fosforilacdo no residuo Tyr3?7 da
quinase de adesdo focal (FAK) e reducdo na associacdo de FAK com actina
e com a tirosina quinase c-Src. Isto indica que a inibicdo da geracdo de ROS
estd modulando negativamente vias de sinalizacdo ativadas por integrinas,
o que frequentemente conduz a um ftipo particular de morte celular
conhecida por anoikis. Comprovando a ocorréncia deste fendmeno,
observamos que a inibicdo da atividade da NAD(P)H oxidase aumentou a
apoptose das células de melanoma e induziu a ativacdo da caspase-3.
Nossos resultados mostram ainda que a inibicdo da viabilidade celular por
DPI foi revertida com o pré-tratamento das células MV3 com um inibidor de
tirosina fosfatases (orfovanadato de sodio). Em resumo, este estudo mostra
que a geracdo de ROS por NAD(P)H oxidase estd envolvida nos mecanismos
de sobrevivéncia em células de melanoma, uma vez que afetam as vias de
sinalizacdo dependentes de FAK-Src, através da inibicdo da atividade de

proteina tirosina fosfatases.
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ABSTRACT

NAD(P)H oxidase-derived reactive oxygen species (ROS) have emerged as
crifical 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 Tyr37 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. Infrodugao
1.1. Espécies reativas de oxigénio e esiresse oxidativo

Todos os organismos que vivem em uma atmosfera rica em oxigénio estdo
expostos a espécies reativas de oxigénio (ROS). Estas ROS podem ser geradas
a partir de fontes externas, destacando-se componentes ambientais (fumo,
pesticidas, solventes orgdnicos, poluicdo do ar e radiacdes), como também
pelo proprio metabolismo celular (Cadenas. 1989). Classicamente, as ROS
eram consideradas deletérias uma vez que podem reagir rapidamente e de
modo inespecifico com biomoléculas causando danos celulares como
alteracdes no DNA, peroxidacdo de lipideos e oxidacdo de proteinas (Miller
et. al., 2006).Atualmente as ROS sdo reconhecidas também por apresentar
um papel importante na sinalizacdo celular, integrando sinais extracelulares
ao ambiente intracelular, através da ativacdo de uma série de vias de
sinalizacdo que, em Ultima inst@ncia, controlam processos celulares vitais
(Droge, 2002; Moldovan & Moldovan, 2004).

Assim como sdo muitas as fontes de ROS, os organismos
desenvolveram em contrapartida uma série de mecanismos antioxidantes,
alguns ndo-enzimdticos (glutationa; vitaminas A, C, E; flavondides), e outros
enzimdticos (superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase).
Entretanto, esses sistemas nem sempre sdo eficientes em limitar a acdo das
ROS, gerando assim um desequilibrio entre os mecanismos pro-oxidantes e
pro-antioxidantes, sendo este fendmeno definido como “estresse oxidativo™.
Estas alteracdes no potencial redox celular estdo infimamente relacionadas
a um grande numero de estados patoldgicos como processos inflamatorios
cronicos (como artrite reumatdide), doencas vasculares e vdarios tipos de
cdancer (Finkel & Holbrook, 2000; Sander, et.al.,2004).

1.2 NAD(P)H oxidase
1. 2.1. NAD(P)H oxidase em fagocitos
Uma das fontes geradoras de ROS é o complexo multiprotéico

NAD(P)H (nicotinamida adenina dinucleotideo) oxidase. A NAD(P)H oxidase
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foi primeiramente descrita em fagdcitos, especificamente em neutréfilos, no
qual tem um papel fundamental na resposta imune. Este complexo possui
constituintes ligados d membrana plasmdtica que formam o flavocitocromo
bsss: gp22rhox e gp?1prhox (formado por seis a-hélices transmembrana, na qual
existem residuos de histidina, ligados a dois grupamentos heme, e em sua
porcdo citoplasmdtica apresenta uma flavina adenina dinucleotideo [FAD]
com sitios de ligacdo para NAD(P)H) (Fig. 1A). E constituintes citoplasmaticos
como p47rhox, pg7rhox, p40phox e a GTPase Rac (Fig. 1B; Batot et.al.,1995;
Barbior, 2004).

Quando a célula estd em repouso, as subunidades encontram-se
distribuidas entre a membrana plasmdtica ou fagossomal e o citossol. A
ativacdo celular pode promover fosforilacdo da subunidade p47erhox,
levando ao acoplamento das subunidades citoplasmdticas as da
membrana, fornando o complexo ativado (Fig. 1B). Afravés do poder redutor
do NAD(P)H, o oxigénio molecular € convertido em anion superdxido (O2),
com geracdo secunddria de oufras espécies reatfivas de oxigénio como
peroxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila (OH-) e dacido hipocloroso
(HOCI), com o objetivo de conjuntamente neutralizar o possivel patégeno
dentro do fagossoma (Fig. 2) ou fora da célula (Sumimoto, et. al., 2005).

Contudo, a atividade exacerbada desta enzima pode ocasionar
injuria fecidual, levando a processos inflamatérios crénicos, como artrite
reumatdide, tanto pela sua acdo direta na degradacdo de biomoléculas,
quanto pela ativacdo de vias de sinalizacdo pro-inflamatérias (Chanock
et.al., 1994).

Recentemente, descobriu-se que a subunidade catalitica da NAD(P)H
oxidase fagocitica, gp?1rhex, & somente um membro da familia de proteinas
homologas conhecidas como Nox. Até o momento, a familia Nox possui sete
membros, encontrados em diversos tipos celulares: gp%1rhox (renomeada
para Nox2), Nox1(Suh ef. al., 1999), Nox3 (Cheng et. al., 2001), Nox4 (Shiose
et. al, 2001), Nox5 (Banfi et. al., 2001), Duox]l e Duox2 (Lambeth, 2004;
Sumimoto et.al., 2005). Além de diferencas estruturais, a NAD(P)H oxidase de

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

contfrolam uma série de vias de sinalizacdo (Ushio-Kukai, 2006).

A

[fagossomal]
[citoplasma]
NADPH c
B flavocitocromo b558 0, 02"

p67 RhoGDI

Figura 1.1: Estrutura da NAD(P)H oxidase de fagdcitos. (A) Estrutura do gp9 1rhox associado
com p22 rhox, (B) Formacdo do complexo, complexo ativo. (Adaptada de Sumimoto,
et.al., 2005).
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microorganismo

microorganismo

OH-

O, ~.
O, %Hzo2 > Hocl

fagocitose
(fagossoma)
NADPH

@ NADP*
(citoplasma)

fagossoma

.. T

Figura 1.2. Morte de microorganismo através de ROS por fagocitose. O microosganismo é
fagocitado, ativando o complexo NAD(P)H oxidase a produzir Oz, H2O2, OH-, HOCI, com
ac¢cdo microbicida. (Adaptado de Sumimoto, et.al., 2005).
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1.2.2. NAD(P)H oxidases nao-fagociticas

Enquanto em fagdcitos 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 fisiologico (Miller et. al., 2005; Tabet et.al., 2005). Ha indicios, de que em
células endoteliais de artérias ndo-cerebrais as isoformas Nox2 e Nox4 da
NAD (P)H oxidase sdo as mais importantes para a producdo de ROS (Gorlach
et.al.,, 2000; Ago et.al., 2004), e em células musculares lisas da vasculatura
(VSMC), como aorta, as isoformas Noxl e Nox4 parecem ser as mais
encontradas (Lassegue et.al.,, 2001; Ellmark et.al, 2005). A razdo para que as
células vasculares expressem multiplas isoformas de NAD(P)H oxidase
gerando essencialmente os mesmos produtos € ainda desconhecida. Uma
provdvel explicacdo seria que cada isoforma estaria envolvida em uma
determinada acdo fisioldgica, uma vez que possuem diferentes localizacdes
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 créonicos de mediadores como angiotensina Il e fator de crescimento
derivado de plagueta, em células endoteliais e VSMC da vasculatura
sangUinea sistémica (Lassegue et.al., 2001). J& a Nox4 poderia estar
localizada nas adesdes focais, nas quais estaria envolvida no controle do
crescimento celular (Matsuno et.al., 2005).

Em situacodes fisiologicas, as ROS sdo produzidas de forma confrolada,
em baixas concentracdes, regulando o ténus vascular e o crescimento das
células musculares lisas da vasculatura (Griendling et.al., 2000; Miller et.al.,
2005). J& em condicdes patoldgicas, aumento da producdo de ROS pode
levar a neutralizacdo do NO, seguida da formacdo de ONOO- (peroxinitrito),
além de disparar diversos eventos de sinalizacdo como PI3K/ AKT, MAPK, NF-

kB envolvidas no crescimento celular, inflamacdo, hipertrofia, angiogénese,
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processos que relacionados a um grande nUmero de doencas

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 producdo de ROS encontra-se
aumentada em células malignas (Szatrowski & Nathan, 1991; Sander, 2003) e
que as enzimas anfioxidantes como catalase e superdxido dismutase
encontram-se reguladas negatfivamente nestas células (Sato et.al., 1992).

Evidéncias mostram ainda que as ROS geradas por NAD(P)H oxidase
possam estimular a ativacdo das vias de sinalizacdo relacionadas com a
sobrevivéncia (Lee, 2005), proliferacdo (Laurent, 2005) e invasdo de células
tumorais (Wu, 2006).

Os componentes do complexo NAD(P)H oxidase em células tumorais
ainda ndo estdo bem estabelecidos. Enfretanto, alguns trabalhos
demonstraram expressdo de homaologos a Nox1 em células de carcinoma de
colon humano (Caco) (Kikuchi, et.al., 2000), em células de hepatoma
(HepG2) (Cheng et. al., 2001). Outros estudos mostraram a expressdo de
RNAmM para Nox4 em células de carcinoma, glioblastoma e ainda em células
de melanoma. Brar e colaboradores (2002), além de demonstrarem a
expressdo de Nox4, em diversas linhagens de células de melanoma,
mostraram também que estas mesmas células ndo apresentavam expressdio
das subunidades citoplasmdticas p47rhox e pé7rhox, sugerindo que estas
células ndo necessitem dos componentes citossdlicos para a ativacdo da
NAD(P)H oxidase (Fig. 3). Estes resultados corroboram com os dados
encontrados por Martyn e colaboradores (2006), nos quais observaram que a
expressdo de Nox4 em células epiteliais comanda a producdo constitutiva
de ROS. E notaram ainda que a producdo de ROS por Nox4 é independente
dos componentes citoplasmdticos da oxidase e também ndo requer acdo
da GTPase Racl, contudo € dependente de p22rhox,

Recentemente, Vaquero e colaboradores (2004) mostraram que
oligonucleotideos antisenso para Nox4 estimulavam a apoptose em células

de cdncer pancredtico, sugerindo uma funcdo protetora contra a apoptose



Cristiane Ribeiro Pereira

das ROS geradas por Nox4 nestas células. No entanto, as vias de sinalizacdo
moduladas pela geracdo de ROS que levem a inibicdo da apoptose ainda

ndo sdo bem esclarecidas.

Figura 1.3. Proposta de estrutura da NAD(P)H oxidase que apresenta a subunidade
catalitica Nox4. Dados recentes sugerem que a subunidade catalitica Nox4 ndo
necessita do acoplamento das subunidades citossélicas. Os elétrons sdo transferidos do
NAD(P)H para FAD, posteriormente formando superdxido (O2) e perdxido de hidrogénio
(H202). (Adaptado de Miller, et.al., 2006)
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1.3. Cancer

Classicamente, o c@ncer € caracterizado por um crescimento celular
desordenado em relacdo ao fecido normal, que persiste de maneira
excessiva mesmo apds o término do evento causador da transformacdo
inicial (Mareel & Leroy, 2003). Esta visdo reducionista tem sido extensivamente
revista, dando lugar a uma visdo que reflete uma biologia celular
heterotipica, na qual as células circunvizinhas a massa tumoral inicial
participam de forma ativa neste processo, sendo “aliciadas” pelas células
malignas de modo a regularem positivamente, de forma pardcrina, a
neoplasia ali estabelecida (Hanahan & Weinberg, 2000).

O desenvolvimento tumoral inclui basicamente trés etapas: iniciacdo,
promocdo e progressdo. A iniciacdo, primeira etapa da carcinogénese,
consiste em alteracdes permanentes no gendtipo celular (Black, 1993). Os
genes envolvidos na fransformacdo das células sdo divididos em duas
categorias: proto-concogenes e genes supressores de tumor. O aumento da
transcricdo dos proto-oncogenes pode levar a um aumento da funcdo
celular. Enquanto, a inativacdo dos genes supressores de tumor leva a perda
de protecdo confra certas transformacdes celulares. Estas alteracdoes
geralmente sdo ocasionadas por mutacdes pontuais, amplificacdes ou
delecdes nestes genes (Polsky & Cordon-Cardo, 2003).

A fase de promocdo € um processo de amplificacdo das células que
tiveram seu gendtipo alterado. Os promotores de fumor podem interagir
estimulando e alterando a expressdo génica para o aumento da
proliferacdo (Ordman, et.al., 1985) A progressdo tumoral envolve expansdo
clonal das células mutadas e que finaimente alcancam a malignidade
(Marnett, 2000). Dependendo do grau de agressividade alcancado pelas
células, hd possibilidade de ocorréncia de metdstase. Nesta etapa, as
células diminuem a sua adesdo as células vizinhas e sdo capazes de deixar o
tecido de origem (sitio primdrio), através dos vasos sanguineos ou linfdticos,

invadindo outros tecidos, onde irdo proliferar (Mareel & Leroy, 2003).



Cristiane Ribeiro Pereira

1.3.1. Melanoma

O melanoma é um tipo de cdncer que geralmente é altamente
metastatico, originado de mutagcdes, randdmicas ou ndo, em genes
importantes para a diferenciacdo das células produtoras de pigmento, os
melandcitos (Chin, 2003). Normalmente, estes estdo localizados na camada
basal da epiderme, enviando processos dendriticos que fazem contato com
os queratindécitos nas camadas basal e superficial da pele. Uma vez que a
melanina é transferida para os queratindcitos, ela absorve e espalha a
radiacdo solar (Jimbow, et.al., 1993). Sabe-se hoje, que a proliferacdo, o
grau de crescimento dendritico e a quantidade de melanina contida nos
melandcitos estdo sujeitos a regulacdo pelos queratindcitos vizinhos da
camada basal (Hsu, et.al., 2002).

O melanoma ¢é classificado histologicamente de acordo com sua
localizacdo e progressdo. Cinco estagios distintos tém sido propostos para a
evolucdo do melanoma: 1) nevi comum adquirida ou congénita sem
alteracdes displdsicas; 2) nevi displasica com atipia; 3) crescimento radial do
melanoma; 4) crescimento vertical do melanoma; 5) melanoma metastatico
(Chin, 2003, Fig. 4). As células de melanoma na fase de crescimento radial
dependem de fatores de crescimento exdgenos, provenientes dos
queratindcitos proximos, e sdo incapazes de crescerem independentemente
- ndo sdo tumorigénicas em camundongos imunodeficientes e ndo sdo
metastaticas em pacientes. Ja as células na fase de crescimento vertical
conseguem desenvolver-se independentemente dos queratindcitos, sdo
tumorigénicas em animais e altfamente metastaticas 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-disposicdo genética. A suscetibilidade do
melanoma na maioria das familias deve-se a uma heranca poligénica, na
qual estdo envolvidos alguns genes importantes no processo de divisGo
celular. Um destes genes € CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A),
que codifica duas proteinas INK4A (p16) e ARF (alternative reading frame —

também conhecida como pl14) (Chin, 2003; de Snoo & Hayward, 2005).
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Ambas sdo proteinas supressoras de tumor envolvidas na modulacdo de
duas vias importantes para o controle do ciclo celular: vias da Rb e da p53.
INK4 - um membro da familia de proteinas INK (inhibitor of cyclin-dependent
kinase) — inibe a fosforilacdo de CDK4 e CDKé6, consequentemente inibindo a
fosforilacdo da Rb e desta maneira, as células permanecem na fase G1 do
ciclo celular (Serrano, et.al., 1993). J& ARF aumenta a apoptose e impede a
transformacdo oncogénica, por inibir a degradacdo de p53 (Pomerantz,
et.al., 1998; Zang, et.al., 1998).

Assim como outros tipos de cdncer, além dos fatores genéticos, fatores
ambientais também estdo envolvidos no desenvolvimento do melanoma.
Trabalhos tém demonstrado que a incidéncia deste tumor é influenciada
pela pigmentacdo da populacdo e por par@metros geograficos como
altitude e latitude, indicando que a radiacdo ultravioleta (UV) possa ser a
causa para o desenvolvimento deste tipo de cdncer (Armstrong & Kricker,
2001; Wei Li, et.al., 2006).

A radiacdo solar consiste de UVA, UVB e UVC. Enquanto a radiacdo do
tipo UVC (200-280 nm) fica retida pela camada de ozbénio, a radiacdo UVB
(280-320 nm) em doses fisioldgicas estd envolvida na producdo de perdxido
de hidrogénio (H202), que é requerido para ativacdo do fator de
crescimento epidérmico e sobrevivéncia celular (Peus etf.al., 1998, 1999,
2000). Contudo, o excesso de exposicdo as radiacdes ultravioletas pode
induzir a um desequilibrio entre os mecanismos pro- e anfi-oxidantes gerando
danos celulares (Sies, 1991). O excesso de radiacdo do tipo UVB pode causar
danos diretamente ao DNA, além de ser um indutor da geracdo de ROS. Os
efeitos deletérios da radiacdo UVA (320-400 nm) estdo principalmente
envolvidos na elevada producdo de radicais livres e ROS (Peak & Peak, 1993;
de Gruijl, 2000).

Além do aumento da producdo de ROS estimulada pela radiacdo
ultravioleta, quando o tumor encontra-se estabelecido observamos ainda
uma elevada producdo de ROS nas células de melanomas, por multiplos
mecanismos (Sander, 2003). Colaborando para este evidente aumento, foi

demonstrado que as células de melanoma apresentam um menor potencial
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antfioxidante quando comparadas com melandcitos normais (Meyskens
et.al., 2001).

Evidéncias tém mostrado que durante a fase de iniciacdo tumoral, a
extensiva oxidacdo do DNA estd envolvida na ativacdo de pro-
carcinogenes. Na fase de promog¢do, os promotores tumorais, como acetato
de tetradecanoilforbol (TPA), podem exercer seu efeitos afravés formagdo
de ROS (Lilehaug & Berge, 1986)). Além disso, o estresse oxidativo promovido
pelo tumor pode mediar danos ao endotélio (Offner et.al., 1996) e diminuir a
adesdo entre as células endoteliais facilitando o processo de invasdo 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 modulacdo de vias de sinalizagcdo criticas para
estes processos.

Estudos recentes tém demonstrado que a inibicdo da geracdo de ROS
pela NAD(P)H oxidase reduz a proliferacdo e sobrevivéncia de células de
melanoma humano (Brar etf. al., 2002). Entretanto as vias de sinalizacdo

afetadas por esta inibicdo ainda ndo sdo muito claras.
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Figura 1.4. Classificagdo histolégica para os estagios de desenvolvimento do melanoma.
As fases iniciais do tumor, fase benigna e nevi displdsica sdo caracterizadas por um
aumento do nUmero de melandcitos em relacdo ao nUmero de queratinécitos.
Posteriormente ao progresso das lesdes in situ do melanoma, as células comecam a
crescer lateralmente e em grande parte ficam retidas na epiderme, sendo este estdgio
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 subcutdneos, formando nddulos de células malignas. Nesta fase as
células apresentam alto potencial metastdtico. (Adaptado de Chin, 2003).
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Exposicdo a UVR Xenobidticos
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Figura 1.5. Esquema hipotético do envolvimento do estresse oxidativo e as diversas fases da
carcinogénese. A exposicdo a radiacdo ultravioleta (UVR), xenobidticos levam ao estresse
oxidativo, resultando em danos diretos ao DNA, oxidacdo de proteinas e peroxidacdo de lipidios,
processos que podem estar relacionados as diversas fases da carcinogénese. A acdo de
anfioxidantes pode reduzir o estresse oxidativo. (Adaptado de Sander, et.al., 2005).
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1.4. Integrinas

A interacdo entre as células tumorais e a matriz extracelular influencia
fortemente o desenvolvimento tumoral, afetando a proliferacdo,
sobrevivéncia e metdstase. Em muitos casos esta interacdo € mediada por
integrinas (Brakebusch, et.al., 2002).

As infegrinas constituem uma familia de proteinas transmembrana
formadas por uma subunidade o e uma subunidade B (Fig. 6). Existem
descritos até o presente momento, 18 tipos de subunidades a e 8 tipos de
subunidades B, que se dimerizam dando origem a pelo menos 24 diferentes
heterodimeros de integrina (Humphries et.al ., 2003).

As integrinas sdo classificadas em subfamilias de acordo com o tipo de
subunidade B. A especificidade de ligacdo da integrina e suas propriedades
sinalizantes sdo determinadas pela combinacdo ap (Ruoslahti &
Pierschbacher, 1987; Hynes, 1992). A relacdo de algumas integrinas e seus
respectivos ligantes estd ilustrada na tabela 1.

InUmeros estudos tém mostrado que a expressdo de integrinas estd
freqientemente alterada durante a transformacdo maligna e que o
aumento da expressdo destes receptores de matriz exiracelular estd
associado ao crescimento do fendtipo metastatico (Marshall JF, etf.al.,1998).
A subfamilia B3 tém sido associada ao aumento da tumorigenicidade de
melandcitos. Além disso, trabalhos tém mostrado o envolvimento do
heterodimero avf3 No desenvolvimento e processos invasivos de melanomas
malignos (Trikha, et.al. (1997)

Cada uma das subunidades possui um grande dominio extracelular,
uma regido transmembrana e em sua maioria um pegqueno dominio
citoplasmdtico. Através de seu dominio extracelular, as integrinas podem se
ligar a diferentes componentes da matriz extracelular, contra-receptores
celulares ou proteinas plasmdticas. Seus dominios intracelulares, por sua vez,
se conectam direta ou indirefamente ao citoesqueleto de actina e a
proteinas de sinalizacdo (Giancotti, 2003).

A adesdo mediada por integrinas ou a agregacdo de integrinas

induzida por ligantes especificos, induzem a fosforilacdo em residuos de
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tirosina de uma diversidade de proteinas citoplasmdticas envolvidas na

transducdo de sinais dependentes de integrina (Kornberg et. al., 1992).
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Figura 1.6: Representacdo esquemdtica da estrutura da integrina. A integrina é um heterodimero
constituido por uma subunidade o e uma subunidade B. Cada subunidade possui um grande
dominio extracelular, uma regido transmembrana e um pequeno dominio citoplasmdtico (Extraido
e adaptado http://bme.virginia.edu/ley/integrins_activation.html).
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Familia de integrinas / ligantes seletivos

al laminina, coladgeno
a2 laminina, coladgeno, a3p1
a3 laminina, coldgeno, fibronecting, epiligrina, entactina, a2p1
a4 fibronectina (CS-1), VCAM
Bl a5 fibronectina (RGD), L1-CAM, fibrinogénio
abé laminina
a/ laminina, merosina, kalinina
a8 fibronectina
a9 tenascina
aV fibronecting, vitfronectina

al ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3
B2 aM iC3b, fibrinigénio, Fator X, ICAM-1
aX iC3b, fibrinogénio

allb fibrinogénio, fibronectina, fator de von Willebrand
B3 aV vitronecting, fibrinogénio, fator de von Willebrand, coldgeno
desnaturado, frombospondina, Dell, Cyré1, FISP

abp4 laminina

aVBS vitfronectina, osteopontina, Dell

aVpé fibronectina

odp7 VCAM, MADCAM, fibronectina (CS-1)
aVp8 fibronectina

Tabela I: Familia das integrinas. Representacdo de alguns heterodimeros de integrina e seus
respectivos ligantes. As integrinas alfl, a2p1, a5p1, a4pfl, avp3 e avp5 (destacadas em
negrito) apresentam importante papel em células tumorais e na angiogénese (Adaptado
de Jin & Varner, 2004).
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1.5. Sinalizagdo da FAK em células tumorais

Uma profeina chave na sinalizacdo mediada por integrina e
relacionada ao desenvolvimento tumoral € a quinase de adesdo focal, FAK.
Esta € uma proteina tirosina quinase que faz a conexdo entre ativacdo de
infegrinas e as vias de sinalizacdo responsaveis por processos, como ad
adesdo e mobilidade celular (Schaepfer, et.al., 2004; Mitra, et.al., 2005). A
afivacdo e posterior formacdo do “clustering” de integrinas facilita a
autofosforilacdo da FAK no residuo Tyr3%7. Esta autofosforiiacdo aumenta a
afinidade e subseqUente ativacdo de proteinas tirosina quinase da familia-
Src, as quais medeiam a fosforilacdo de FAK em outros residuos de tirosina,
permitindo assim, a associacdo de outras proteinas & FAK desencadeando
diversas vias de sinalizacdo (van Nimwegen & van de Water, 2006) (Figura 7).

A ativacdo da FAK aumenta a sobrevivéncia 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 tém verificado um aumento na expressdo de RNA
mensageiro e/ou da profeina FAK em células de tumores primdrios e
metastaticos, inclusive em células de melanoma (Owens, et.al. 1995, Kahana,
et.al., 2002). E este aumento pode estar relacionado a uma maior resisténcia
destas células a anoikis durante o processo de invasdo (Frisch et.al., 1996).
Por outro lado, foi demonstrado que a diminuicGo da expressdo e/ou
fosforilacdo de FAK aumenta a sensibilidade das células tumorais a apoptose
(van Nimwegen & van de Water, 2006), mostrando assim a importédncia desta
proteina nas vias de sinalizacdo envolvidas na sobrevivéncia das células
tumorais.

Estudos mostram que a fosforilacdo da FAK pode ser modulada por
ROS, uma vez que estas regulam negativamente as proteinas tirosina
fosfatases (Chiarugi, 2005).

Entretanto, pouco é conhecido sobre o envolvimento das espécies
reativas de oxigénio geradas pela atividade NAD(P)H oxidase, e as vias de

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

entendimento do desenvolvimento das células tumorais.
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Figura 1,7: Vias de sinalizacdo 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 sinalizacdo

infracelular em células de melanoma humano MV3.

2.1. Objetivos especificos

1. Avaliar a producdo de espécies reatfivas de oxigénio pela NAD(P)H
oxidase nas células de melanoma humano MV3;

2. Investigar o efeito do DPlI um inibidor da NAD(P)H oxidase sobre a
viabilidade das células MV3;

3. Investigar o efeito da apocinina, um inibidor especifico da subunidade p47
do complexo NAD(P)H oxidase sobre a viabilidade das células da linhagem
MV3;

4. Avaliar se a inibicdo farmacolégica da ativacdo do NFKB seria capaz de
alterar a viabilidade das células de melanoma humano;

5. Investigar o efeito da inibicdo da NAD(P)H oxidase na dindmica do
citoesqueleto de actina e nos pontos de adesdo focal;

6. Avaliar o efeito do DPI sobre as vias de sinalizacdo intracelulares como
FAK, Src;

7. Avaliar o estado apoptdtico das células de melanoma apds a inibicdo da
NAD(P)H oxidase;

8. Avaliar o efeito da inibicdo da NAD(P)H oxidase sobre a proteina pro-
apoptdtica caspase-3;

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

inibitdrio do DPI sobre a viabilidade das células da linhagem MV3.
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3. Material e Métodos

3.1 Linhagem celular
Foram utilizadas as células da linhagem MV3, com alto potencial
metastatico, as quais foram gentiimente 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 presenca do meio DMEM (Gibco Invitrogen
Corporation) suplementado com NaHCO3; (DMEM: 3,7 g/L), HEPES (5,2 g/L),
0,5 U/ml de peniciina e 0,56 mg/ml de streptomicina e 10% de soro fetal
bovino (FBS) em pH 7,3. As células foram distribuidas em garrafas de cultura
(Corning), guando confluentes foram incubadas com Hank's EDTA (5mM) por
5 minutos para o descolamento do pldastico e centrifugadas a 1200 rom por
10 minutos. Posteriormente, as células foram ressuspensas em meio para

contagem total em c@mara de Neubauer.

3.3. Ensaio de produgdo de espécies reativas de oxigénio

As células MV3 foram colocadas em placa de 24 pocos (9,0 x 103
células/poco) sobre laminulas de vidro e mantidas a 37°C e 5% de COao,
“overnight” para adesdo. Apods este periodo, as células foram incubadas por
diferentes tempos na presenca ou auséncia de DPI (10 uM, Sigma) e na
presenca de dihidrorrodamina (DHR — 10 uM, Sigma), este na presenca de
peroxido de hidrogénio € oxidado e fransforma-se em rodamina que
fluoresce em vermelho. Apds as incubacdes, as |&minulas lavadas
gentilimente com PBS e montadas sobre 1&minas ufilizando uma solucdo de
N-propilgalacto 20 mM (Sigma) e glicerol (20%) em PBS. A producdo de
espécies reativas de oxigénio foi observada utilizando microscopio de

epifluorescéncia (Olympus BX40) em aumento de 40x.
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3.4. Ensaio de proliferagcao

As células foram colocadas em placa de 96 pocos (6,0 x 103
células/poco) mantidas a 37°C e 5% de CO», “overnight” para adesdo ao
plastico. Apds este periodo, as células foram incubadas na presenca ou
auséncia de diferentes concentracdes de DPI (0,1; 1; 3; 5; 10 uM); e/ou
ortovanadato de sédio (0,003; 0,01; 0,1; 1; 3; 10 uM, Sigma)ou apocinina (4-
acetovanilina - 1, 3, 10 uM, Sigma); ou PDTC (pirrolidina ditiocarbamato,
Sigma);. Apds 48h, a viabilidade das células foi determinada através do
ensaio de reducdo 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 diluido em PBS foi adicionado as células em uma concentracdo
de 50 pg/ poco. As células foram incubadas no escuro, a 37° C por 4h.
Posteriormente, o PSB/MTT foi descartado e adicionou-se isopropanol (100ul)
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 optica obtida do grupo controle, ou
seja, das células sem tratamento, foi considerada como equivalente a 100%

de células vidveis.

3.5. Ensaio de imunocitoquimica

As células MV3 foram distribuidas em placa de 24 pocos (9,0 x 103
células/poco) sobre laminulas de vidro e mantidas a 37°C e 5% de COo,
“overnight” para adesdo. Apds este periodo, as células foram incubadas por
diferentes fempos na presenca ou auséncia de DPI (10 uM). Apds o tempo
de incubacdo as células foram lavadas com PBS e posteriormente fixadas
com paraformaldeido (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.
Apss este periodo, as células foram incubadas “overnight” com anticorpo
primdrio anti-FAK (1:200, Santa Cruz Biotechnology). No dia seguinte, as
laminulas foram lavadas com PBS e posteriormente incubas com anticorpo

anti-lgG conjugado a biotina (1:200, Santa Cruz Biotechnology) por 1 hora.
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Apds lavagem com PBS as células foram incubadas por 1 hora com
estreptavidina conjugada a FITC (1:200, Caltag Laboratories).

Para a marcacdo de actina polimerizada, as células foram incubadas
com faloidina conjugada a TRITC (1:1000; Sigma) por 2 horas. Apds a
marcacdo, as ldminulas foram montadas sobre |[Gminas utilizando uma
solucdo de N-propilgalacto (20 mM) e dglicerol (20%) em PBS. A distribuicdo
de F-actina e da FAK foi observada utilizando microscépio 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 pocos (0,5 x 10¢
células / poco) e mantidas a 37°C e 5% de CO2, “overnight” para adesdo.
Apods este periodo, as células foram incubadas por 24 h na presenca ou
auséncia de DPI (10 uM), apocinina (10 uM) e cicloheximida (5 uM). Seguido
o tempo de incubacdo, 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%. Apds 2 h no gelo, as células foram
centrifugadas, lavadas e ressuspensas em ImL em uma solucdo de PBS/ Pl
(RNase — 200 ug/mL , Triton 0,001%, Pl — 20pug/mL). Passados 30 minutos no
escuro a 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 hipodipldide.

3.7. Obtencgao de exiratos celulares

As células de melanoma humano MV3 (0,5 x 10¢ células / pogo) foram
colocadas em placas de 6 pocos € mantidas a 37°C e 5% de COy,
“overnight” para adesdo. Apds este periodo as células foram incubadas por
diferentes tempos, a 37°C e 5% de CO2, na presenca ou auséncia de DPI (10
UM). Apds a incubacdo, as células foram lisadas em tampdo de lise (HEPES
20 mM, pH 7.9; glicerol 20% (v/v); NP-40 1% (v/v); MgCl2 TmM; EDTA 0,5 mM;
EGTA 0,1 mM; DIT 0,5 mM e inibidores de proteases: fluoreto de feniimetil
sulfonil 1 mM (PMSF; Sigma), aprotinina 1T uM (Sigma); leupeptina 1 uM (Sigma)
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e inibidor de fripsina 1 uM (SBTI; Sigma). O conteldo de proteinas do exirato

total foi determinado pelo método de Bradforf (1976).

3.8. Imunoprecipitagao

Para andlise da associacdo FAK-Src, as células MV3 (0,5 x 10¢ células /
poco) foram colocadas em placas de 6 pocos e mantidas a 37°C e 5% de
CO2, "overnight” para adesdo. Apds este periodo as células foram
incubadas, a 37°C e 5% de COg, por diferentes tempos na presenca ou
auséncia de DPI (10 uM). Apds as incubacdes, as células foram lisadas com
tampdo de lise (Tris-HClI 50 mM, pH 7.4; NaCl 150 mM; MgCl2 1,6 mM; EDTA 1,5
mM; Triton X-100 (1% v/v); glicerol (10% v/v); aprotinina (10 ug/uL); leupeptina
(10 ug/uL); pepstatina (2 pg/uL); PMSF TmM) para obtencdo do extrato
celular. Os extratos foram incubados “overnight” com anticorpo anfi-FAK
(1:200, Santa Cruz Biotechnology), posteriormente foram imunoprecipitados
com proteina G agarose (Santa Cruz Biotechnology) por 2 horas a 4°C sob
agitacdo). Os imunopreciptados foram analisados por “Western Blotting”,

utilizando os anticorpos anti-FAK e anti-cSrc.

3.9. Western blotting

O conteudo de proteinas dos exiratos celular foi determinado pelo
meétodo de Bradford (Bradford, 1976) e aos extratos foram adicionados 20%
do seu volume de tampdo de amostra 5x concentrado (Tris-HCI 50 mM, pH
6,8, SDS 1% (Pharmacia); glicerol 10%; azul de bromofenol 0,001%; B-
mercaptoetanol 5% (Pharmacia)e aquecidas fervidas por 3 minutos. Os
extratos celulares correspondentes a 30 ug ou 15 ug de proteina foram
fracionados por eletroforese em gel desnaturante com 10, 12 ou 15% de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Apds 1 hora de eletroforese a 150 V e 25mA, as proteinas foram
eletrofransferidas  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 residuo 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). Ap&s trés lavagens com T-PBS,
as membranas foram incubadas com anticorpo anti-lIgG  especificos
conjugado a biofina (1:10000; Santa Cruz) a temperatura ambiente sob
agitacdo por 1 hora com subsequente incubacdo com estreptavidina
conjugada a peroxidase (1:10000; Caltag Laboratories). As proteinas
imunorreativas foram visualizadas por com um kit de revelacdo por ECL

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

3.10. Andlise estatistica
A signific@necia foi obtida através do teste de VariGncia (ANOVA),
seguida pela andlise com o teste t-Bonferroni, sendo p<0,05 considerado

como estatisticamente significante.
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4.1. Geragdo de ROS em células de melanoma humano da linhagem MV3 é
NAD(P)H oxidase-dependente.

Virtualmente todos os tipos celulares possuem algumal(s) das isoformas
da enzima NAD(P)H oxidase. Em células ndo-fagociticas, destacam-se as
isoformas desta enzima que geram quantidades reduzidas, porém
sustentadas de ROS para o meio intracelular, as quais tém a funcdo de
controlar uma série de cascatas de sinalizacdo (Miller, et.al., 2006, Ushio-
Fukai, 2006). Utilizando o sonda DHR, que fluoresce na presenca de H20,,
produto da metabolizacdo do Oz pela superdxido dismutase (SOD),
podemos observar nas imagens obtidas por microscopia de epifluorescéncia
que as células de melanoma humano MV3 geram quantidades mensurdveis
de ROS de modo NAD(P)H oxidase-dependente, uma vez que esta geracdo
foi inibida com o uso do inibidor desta atividade, DPI (10 uM). Este dado
comprova, pela primeira vez, a atividade NAD(P)H oxidase nesta linhagem

tumoral (Fig. 4.1).

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

células da linhagem de melanoma humano MV3

Com o objetivo de investigar as implicacdes da atividade NAD(P)H
oxidase sobre o crescimento e sobrevivéncia da linhagem de melanoma
estudada, a sobrevivéncia das células MV3 foi avaliada através do método
de reducdo do MTT em células incubadas com diferentes concentracdes de
DPI, por 48h. Como pode ser observado na Figura 4.2, a inibicdo da
atividade da NAD(P)H oxidase por DPI foi capaz de diminuir o crescimento

celular de maneira concentracdo-dependente.
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Figura 4.1: A geracdo 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 presenca ou na
auséncia de DPI (10 uM) e na presenca dihidrorodamina (DHR - 10 uM). Apds as incubacdo, a
producdo de H202 pela oxidagdo da DHR foi analisada por microscopia de epifluorescéncia. As
células marcadas em vermelho indicam a producdo intracelular de H202 e as imagens em cinza

indicam a posicdo das células.
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Figura 4.2: A inibicdo da atividade da NAD(P)H oxidase reduz o crescimento das células de melanoma
humano MV3. As células (6,0 x 103), apds adesdo na placa, foram incubadas na presenca ou auséncia
de DPI, nas concenfracdes de 0,1; 1; 3; 5 e 10 uM. Apds 48 horas de incubacdo, a
sobrevivéncia/crescimento celular foi determinada por ensaio de MTT. Os resultados estdo expressos
em porcentagem do controle e sdo referentes d média + desvio-padrdo de, no minimo, trés

experimentos independentes. * p< 0.001 comparado ao confrole.
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4.3. A geracao de ROS e consequente efeito sobre o crescimento celular na

linhagem de melanoma humano MV3 nao envolvem a subunidade p47prhox,

Dentre as vdarias isoformas de NAD(P)H oxidase conhecidas até a
presente data, algumas requerem a franslocacdo e consequente
acoplamento da subunidade p47rhox para que o© complexo seja
funcionalmente ativo (Miller, et.al., 2006). Em um estudo realizado com outras
linhagens de melanoma, que ndo MV3, constatou-se que ndo ha expressdo
de RNA mensageiro para a subunidade p47rhox da NAD(P)H oxidase, o que
determina que a atividade NAD(P)H oxidase observada seja p47rhox-
independente (Brar, et.al, 2002). A partir de uma abordagem farmacoldgica,
utilizando apocinina, um inibidor especifico da franslocacdo da subunidade
p47Phox Como j& observado em outras linhagens de melanoma, notamos
também que a subunidade p47rhoxndo estd envolvida na atividade NAD(P)H
oxidase em MV3, uma vez que o fratamento com concentracdes crescentes
de apocinina (1-10 uM) ndo resultou em qualquer alteracdo sobre o
crescimento das células de melanoma humano MV3, como acessado

através do ensaio de MTT (Fig. 4.3).

4.4. O fator de transcricdo redox-sensivel NF-KB ndo estd envolvido no

controle do crescimento em células de melanoma humano MV3.

Denfre todas as vias de sinalizacdo envolvidas com a
sobrevivéncia/proliferacdo celular e que sdo reconhecidamente redox-
sensiveis, destaca-se a do fator de franscricdo NF-xB (Poser & Bosserhoff,
2004, Nakano, ef. al., 2005). Apesar de a atividade NAD(P)H oxidase ser
critica para a ativacdo do NF-kB em uma série de linhagens tumorais, a
inibicdo direta do NF-xB ndo é capaz de alterar a sobrevivéncia celular em
algumas linhagens de melanoma (Brar et.al., 2002). Na Figura 4.4, observa-se
que o fratamento das células MV3 com PDTC, em uma concentragcdo
selefiva para a inibicdo da ativacdo redox-sensivel do NF-kB (0,1 uM), ndo

teve qualquer efeito sobre o crescimento das células de melanoma humano
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MV3. No entanto, o aumento da concentracdo de PDTC (1 uM e 10 uM)
resulta na perda de seletividade para a inibicdo do NF-kB (Mankhetkorn,
et.al., 1994). Este composto age ent@o como um antioxidante, cuja acdo é
inespecifica, o que se reflete pela reducdo do crescimento das células de
melanoma humano, provavelmente pelo “scavenging” de ROS (dados ndo

mostrados).

125 -+
100 -
3
EiC)
32 75 A
gt
c
g5 50 A
—_ O
5 25 A
0 T

- 1 5 10

Apocinina (uM)

Figura 4.3: Apocinina ndo altera o crescimento das células MV3. As células (6,0 x 103), apds
adesdo na placa, foram incubadas na presenca ou auséncia de apocinina, nas concentragdes de 1;
5 e 10 uM. Apds 48 horas de incubacdo, o crescimento celular foi determinada por ensaio de MTT. Os
resultados estdo expressos em porcentagem do controle e sdo referentes d média + desvio-padrdo de,

no minimo, trés experimentos independentes.
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Figura 4.4: O inibidor do NFkB (PDTC) ndo altera o crescimento das células de melanoma
humano MV3. As células (6,0 x 103), apds aderidas, foram incubadas na presenca ou auséncia de
PDTC, nas concentracdes de 0,1 uM. Apds 48 horas de incubacdo, o crescimento foi determinada por
ensaio de MTT. Os resultados estdo expressos em porcentagem do controle e sdo referentes d média +

desvio- padrdo de, no minimo, trés experimentos independentes.
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4.5. A inibicdo da atividade NAD(P)H oxidase induz alteragoes morfolégicas

nas células de melanoma humano

Como podemos observar nestas imagens feitas através de
microscopia de contraste de fase, o tfratamento das células de melanoma
humano MV3 com o inibidor da NAD(P)H oxidase, DPI (10 uM) resulta em
alteracdes morfoldgicas severas. Enquanto, as células controle apresentam-
se bem aderidas e bastante espraiadas (Fig 4.5.A), as células fratadas 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 dindmica do citoesqueleto de

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

Estudos demonstram que o citoesqueleto de actina estd envolvido em
alteracdes morfolégicas durante a adesdo e o espraiamento celular
(revisado em Schimidt & Hall, 1998). Além disso, estd bem estabelecido que a
associacdo do citoesqueleto de actina d FAK € um fendmeno indispensdvel
para o desencadeamento de diversas vias de sinalizacdo intracelular
disparadas por moléculas de adesdo (Parsons, et.al., 2000).

Desta maneira, o nosso objetivo foi avaliar a importdncia da atividade
NAD(P)H oxidase na dindmica do citoesqueleto de actina e nos pontos de
adesdo focal (estruturas localizadas na periferia celular, composta por actina
polimerizada e FAK, e que indicam os principais pontos de adesdo da célula
ao seu substrato). Para isto, realizamos um ensaio de imunocitoquimica, no
qual as células foram incubadas ou ndo com DPI (10 uM), por diferentes
tempos. Podemos notar que apds 2 horas de tfratamento das células de
melanoma com DPI hd uma alteragcdo dramdtica da organizagdo do
citoesqueleto de actina, com diminuicdo do nUmero de fibras de estresse
(feixes de actina polimerizada), aléem da formacdo de um corddo cortical de

actina, fendbmeno que costuma preceder o descolamento da célula do
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substrato. Também observamos a diminuicdo dos pontos de adesdo focal,
caracterizados por pontos amarelos, que indicam a co-localizagcdo da

actina polimerizada com a FAK (Fig. 4.6).

Figura 4.5: A inibicdo da atividade da NAD(P)H oxidase induz alteragdes morfolégicas nas
células de melanoma humano MV3. As células foram semeadas e apds adesdo sobre a placa foram
incubadas na presenca de DMEM suplementado com 10% de FBS (4.5.A) e na presenga do inibidor da
atividade da NAD(P)H oxidase -DPI 10 uM- (4.5.B). As imagens foram obtidas por microscopia de

confraste de fase.
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Figura 4.6: NAD(P)H oxidase regula a dindmica do citoesqueleto de actina e adesées focais
em células de melanoma humano MV3. As células (9,0 x 103), foram semeadas e apds adesdo sobre
l[dminulas, foram incubadas na presenca ou auséncia de DPI (10 yM), por 2 e 4 horas. Apds as
incubacodes, as células foram fixadas, permeabilizadas. Posteriormente a FAK foi imunomarcada com
estreptavidina conjugada a FTC e a actina marcada com faloidina conjugada a rodamina. A
marcacdo em verde representa a FAK, enquanto a marcacdo em vermelho representa a actina. Os
pontos de co-localizacdo actina-FAK estdo marcados de amarelo. As células foram analisadas em

microscépio confocal, em aumento de 100X.
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4.7. A inibicao da NAD(P)H oxidase diminui a fosforilagdo de FAK em células

de melanoma humano MV3

Dentre as muitas proteinas intfracelulares cuja afividade é regulada por
ROS enconfra-se a quinase de adesdo focal (FAK; Chiarugi, 2003). Dados da
literatura demonstram que a ativacdo de integrinas recruta FAK, sendo esta
autofosforilada no residuo de tirosina 397, sendo este evento um ponto critico
para a interacdo da FAK com a actina polimerizada e outros componentes
ligados tanto a organizacdo estrutural como a sinalizacdo celular (Toutant
et.al., 2002). A partir da observacdo que a inibicdo da NAD(P)H oxidase pelo
DPI diminui os pontos de adesdo focal nas células de melanoma, o Nosso
proximo objetivo foi analisar o efeito da atividade NAD(P)H oxidase sobre a
fosforlacdo de FAK em residuos de tirosina nas células MV3 incubadas ou
ndo com DPI. Andlise por Western blotting revela que a inibicdo da atividade
NAD(P)H oxidase diminui drasticamente o conteudo de FAK fosforilada no

residuo Tyr3%” em ambos os tfempos estudados (2h e 4h, Fig. 4.7).

4.8. A inibicao da NAD(P)H oxidase diminui a associagcdo c-Src - FAK em

células de melanoma humano MV3

O engajamento das integrinas aos seus confra-receptores (moléculas
de matriz extracelular ou proteinas da familia das imunoglobulinas) estimula
a fosforilagcdo de FAK no residuo Tyr¥’, levando a um aumento da afinidade
nos sitios de ligacdo a firosina quinase Src, o que resulta na ativacdo da
Ultima (Mitra & Schlaepfer, 2006). O confrole da associacdo FAK-Src é
importante para ativacdo de vias de sinalizacdo envolvidas no espraiamento
celular e na dindmica dos pontos de adesdo focal durante o processo de
motilidade celular, criticos ndo sé para o processo de metdstase, mas
também para o crescimento e sobrevivéncia celular (Schlaepfer et.al., 2004;

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

de FAK a c-Src nos diferentes tempos de incubacdo (2 e 4 horas).
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Figura 4.7: A inibicdo da atividade da NAD(P)H oxidase reduz a fosforilagdo de FAKY397 em células de
melanoma humano MV3. Apds adesdo das células as placas, as células foram incubadas na presenca
ou auséncia de DPI (10 uM) por 2 e 4 horas. Posteriormente, as células foram processadas para
obtencdo dos extratos celulares e o conteldo de p-FAKY7 e FAK, nos lisados celulares, foi
imunomarcado com anticorpo anti-FAK, anti-fosfo-Tyr-397-FAK e analisados por densitometria. A
relacdo entre conteldo de p-FAK e FAK total foi expresso em unidades arbitrdrias. Este experimento é

representativo de trés experimentos independentes.
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Figura 4.8: O inibidor da atividade da NAD(P)H oxidase diminui a associagcdo da FAK a c-Scr em células
da linhagem de melanoma humano MV3. Apds adesdo das células das placas, as células foram
incubadas na presenca ou auséncia de DPI (10 uM) por 2 e 4 horas. Posteriormente, o lisado celular foi
imunoprecipitado com anticorpo anti-FAK e imunomarcado com o anficorpo anfi-FAK ou com a
anticorpo anti-c-Src. A marcacdo foi analisada por densitometria e o conteldo de c-Src associado a
FAK foi expresso em unidades arbitrdrias. O resultado é representativo de trés experimentos

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

melanoma humano MV3

Nossos resultados anteriores demonstram que a inibicdo da NAD(P)H
oxidase compromete a sobrevivéncia das células de melanoma, e promove
alteracdes no citoesqueleto de actina e diminuicdo dos pontos de adesdo
focal, diminuindo o conteUdo de FAK fosforilada e associacdo FAK — c-Src.
Tais caracteristicas sugerem a ocorréncia de anoikis, ou apoptose por
descolamento do substrato. Uma vez que a clivagem internucleossomal do
DNA é uma marca do processo apoptdtico, a ocorréncia de apoptose foi
acessada pela avaliacdo do conteudo de DNA hipodipldide de células
permeabilizadas, marcadas com Pl para subseqlUente aquisicdo por
citometria de fluxo. A porcentagem de células na fase sub-G/0 é
representativo de apoptose. Podemos notar na Figura 4.9, que apds 24h de
incubacdo, as células do confrole apresentam uma pequena porcentagem
das células na fase de sub-G/0 (10,65%). Entretanto, as células fratadas com
10 uM de DPI apresentaram um aumento significativo da apoptose em
relacdo ao controle (28,33%). Foi utilizado como um controle positivo da
apoptose a cicloheximida (5 uM), um inibidor de sintese protéica (38,56% de

células em apoptose).

4.10. A inibicdo da NAD(P)H oxidase induz o processamento ativo da pro-

caspase-3 nas células de melanoma humano MV3

A afivacdo da cascata de caspases € um dos passos criticos da
cascata apoptdtica (Thornberry & Lazebrik, 1998). Como podemos observar
na Figura 10, o fratamento das células com o inibidor da NAD(P)H oxidase
DPI (10 uM) por 24h induziu o processamento da pro-caspase-3 (32 kDa),
como pode ser observado pela diminuicdo da banda imunoreativa. Esta

diminuicdo 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 ndo mostrados).
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Figura 4.9: A inibigdo da atividade da NAD(P)H oxidase induz a apoptose nas células da linhagem de

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

ou (B) na presenca de DPlI (10 uM) ou (C) na presenca de cicloheximida (5 pM), por 24h.

Posteriormente, as células foram fixadas, coradas com Pl e andalisadas por citometria de fluxo. O

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

representativa de apoptose. O resultado mostrado é

independentes.

representativo, de frés experimentos
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Figura 4.10: A inibicdo da atividade da NAD(P)H oxidase induz o processamento ativo da pré-caspase-
3 em células de melanoma humano MV3. As células foram incubadas na presenca ou auséncia de DPI
(10 uM) por 24h. Posteriormente, o lisado celular foi imunomarcado com o antficorpo antfi-caspase-3. A
marcacdo foi analisada por densitometria. O grdfico corresponde ao conteldo de pré-caspase-3 que
foi expresso em unidades arbitrdrias. O grdfico corresponde a média e desvio-padrdo de trés

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

induzida por DPI

Como j& descrito, as ROS inibem proteina ftirosina fosfatases e
consegUentemente ativam proteinas tirosina quinases (revisado em Chiarugi,
2005). Ao inibir a geracdo de ROS, aumenta-se a modulacdo das proteinas
tirosina fosfatases e reduz-se a modulacdo das proteinas tirosina quinases.
Para avaliar se a diminuicdo dos niveis intfracelulares de ROS (decorrente da
inibicdo 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 proteinas tfirosina fosfatases, ortovanadato
de sédio (NA3VO4). O fratamento com o ortovanadato de sédio ndo alterou
o crescimento celular nas concentragcdes estudadas. (3 nM - 10 puM, Fig.
4.11.A). No entanto, o pré-tratamento com ortovanadato de sédio foi capaz
de reverter totalmente a inibicdo do crescimento promovida pelo inibidor da
NAD(P)H oxidase, DPI (10 uM), desde a menor concentracdo utilizada (3 nM,
Fig. 4.11.B).
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Figura 4.11.A: A inibicdo de proteinas tirosina fosfatase por ortovanadato de sédio ndo altera a
viabilidade das células MV3. As células (6,0 x 108) foram incubadas na presenca ou auséncia de
ortovanadato de sédio, nas concentracdes de 0,003; 0,01; 0,1; 1; 3 e 10 uM. Apds 48 horas de
incubacdo, a sobrevivéncia foi determinada por ensaio de MTT. Os resultados estdo expressos em
porcentagem do confrole e sdo referentes d média + desvio-padrdo de trés experimentos
independentes.
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Figura 4.11.B: A pré-incubacdo com ortovanadato de sédio reverte a inibicdo da viabilidade das
células MV3 induzida por DPI. As células (6,0 x 103 foram incubadas na presenca ou auséncia de
ortovanadato, nas concentracdes de 0,003; 0,01; 0,1; 1; 3 e 10 uM por 30 minutos e posteriormente,
foram adicionados 10 uM de DPI. Apds 48 horas de incubacdo, a sobrevivéncia foi determinada por
ensaio de MTT. Os resultados estdo expressos em porcentagem do controle e sdo referentes d média +
desvio- padrdo de, no minimo, trés experimentos independentes. * p< 0.05 comparado ao confrole,
p< 0.05 comparado ao DPI
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5. Discussao

Um grande numero de evidéncias demonstra o envolvimento de ROS
na sinalizacdo infracelular em diversos tipos celulares (Aslan & Ozben, 2003;
Poli, et.al., 2004). Modificacdes na sinalizacdo via ROS podem resultar em
alteracoes fisiologicas e patoldgicas, como progressdo do ciclo celular
(Boonstra & Post, 2004) e aumento da apoptose (Gourlay & Ayscough, 2005;
Johann, ef.al., 2005).

Demonstrou-se ainda, que diversos ftipos de células tumorais
apresentam um elevado stafus oxidativo, o qual contribui para a
carcinogénese (Emerit, 1994; Winter Toyokuni, 1999; Ambrosone, 2000). O
aumento do estresse oxidativo em células tumorais pode estar relacionado
tanto ao aumento da geracdo de ROS por NAD(P)H oxidases (Marnett, et.al.,
2000), como também pela diminuicdo dos agentes antioxidantes (Sato et.al.,
1992).

Além do envolvimento das ROS na inducdo da carcinogénese, estas
participam também nas diversas as etapas do desenvolvimento tumoral, até
mesmo durante o processo de metdstase, por afetarem a sobrevivéncia,
crescimento e migracdo celular (Sander et.al., 2004; Wen-Sheng, 2006). Klees
e colaboradores (2006) mostraram que diminuicdo da geracdo de ROS pela
inibicdo da atividade da NAD(P)H oxidase resulta numa reducdo da
migracdo de células de c@ncer de mama. Foi demonstrado ainda que a
inibicdo da transcricdo da subunidade catalitica Nox4 inibe a producdo de
superoxido e aumenta a apoptose, via AKT, em células de cdncer de
pdncreas (Mochizuki, et.al, 2006)). Em células de melanoma humano
observou-se reducdo do crescimento pela inibicdo 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 infracelular, através da oxidacdo de
diidrorodamina e esta producdo é rapidamente cessada pela adicdo do
inibidor da NAD(P)H oxidase, DPI. A inibicdo da NAD(P)H oxidase foi capaz
também de reduzir a sobrevivéncia/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 metastatico, sdo
capazes de produzir ROS via NAD(P)H oxidase. As ROS entdo geradas tém
papel fundamental na sobrevivéncia deste tipo de tumor, como observado
em frabalhos anteriores realizados com oufras linhagens de melanoma
humano.

Testamos também o efeito de um outro inibidor da NAD(P)H oxidase,
apocinina, sobre a viabilidade celular. Este € um inibidor especifico da
translocacdo da subunidade citoplasmdtica p47rhox, e os resultados revelam
gue este inibidor ndo foi capaz de reduzir o crescimento das células de
melanoma humano MV3.

Sabe-se que existem diferentes constituintes de membrana homaologos
a gp91rhox (Nox2) em diferentes tipos celulares (Sumimoto, ef.,al, 2005).
Dentre esses homologos, temos Nox4, que recentemente, foi descrito como
responsdvel pela producdo constitutiva de ROS em células epiteliais,
independentemente dos componentes citoplasmdaticos, tendo participacdo
apenas de outfra subunidade de membrana, a p22rhox (Martyn, et.al., 2006).
Foi demonstrado também que diversos tipos de células de melanoma, com
diferentes graus de malignidade, ndo apresentavam RNA mensageiro para
as subunidades citoplasmaticas p47rhox e pé7rhox (Brar, et.al, 2002). Estes
dados, juntamente com o fato de que a apocinina ndo apresentou efeito
sobre a sobrevivéncia das células de melanoma, indicam que,
provavelmente, as células MV3 também ndo apresentem as subunidades
citoplasmdticas do complexo NAD(P)H oxidase e, possivelmente,
apresentem como componente de membrana um homadlogo a Nox4.

Os processos de desenvolvimento e progressdo de melanomas
envolvem a atfivacdo de fatores de franscricGo capazes de modular a
expressdo de proteinas envolvidas em diversos mecanismos celulares (Poser
& Bosserhoff, 2004). Um destes fatores de transcricGo que é modulado por
ROS é o NF-xB. A fim de testarmos o envolvimento deste fator de transcricdo
sobre a viabilidade das células MV3, incubamos as células com um inibidor
do NF-xB, PDTC, e observamos que a inibicdo do NF-«kB ndo foi capaz de

alterar a sobrevivéncia destas células de melanoma. Entretanto, o PDTC
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apresentou efeito significativo sobre a reducdo da viabilidade celular,
quando utilizado em concentracdes, nas quais age como antioxidante
(dados ndo mostrados). Desta maneira, os resultados iniciais mostraram a
importdncia da producdo de ROS para a sobrevivéncia das células de
melanoma e a necessidade de estudarmos outfras vias de sinalizacdo
moduladas por ROS, que antecedam a ativacdo de fatores de transcricdo.
Em nossas primeiras observacdes ao microscopio notamos que apds a
incubacdo com o inibidor da NAD(P)H oxidase, as células apresentavam
modificagcdes morfolégicas severas, mostrando-se menos espraiadas, mais
arredondadas, nos fazendo suspeitar que a inibicdo de ROS pudesse estar

aofetando a adesdo celular.

A adesdo da célula a matriz extracelular € importante para
manutencdo da forma celular, sobrevivéncia, crescimento, migracdo e
ocorre através da adesdo focal (Mareel & Leroy, 2003; Hehlgans, et.al., 2006).
Apss a interacdo das intfegrinas aos componentes da matriz extracelular, as
infegrinas formam um “clustering” e posteriormente, a FAK liga-se a sua
cauda citoplasmatica, promovendo o recrutamento de outras proteinas
para a adesdo focal, como actina (van Nimwegen & van de Water, 2006). A
associacdo FAK-actina é importante para a formacdo e manutencdo da
adesdo celular e pode ser modulada por ROS.

Desta maneira, nés avaliamos efeito da inibicdo da NAD(P)H oxidase,
consequentemente o efeito da inibicdo de ROS, sobre a co-localizacdo de
actina e FAK nas células MV3. Observamos que as células do controle
apresentavam-se bastante espraiadas, com definida co-localizacdo de
actina e FAK, nos pontos de adesdo focal. No entanto, a incubacdo com
DPI provocou o desmantelamento do citoesqueleto de actina e dos pontos
de adesdo focal, em tempos bastante precoces. Podemos notar ainda que,
nas células tratadas com o DPI, a formacdo de um corddo cortical de actina
polimerizada, que € uma caracteristica de descolamento celular.

Dados da literatura demonstram que a inibicdo da fosforilacdo da FAK

induz a despolimerizacdo dos flamentos de actina e consegientemente
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alteracdoes na morfologia celular (Martin & Vuori, 2004). Estas modificacoes
morfoldgicas provocadas por perturbacdes no citoesqueleto de actina,
desestabilizam os conftatos célula-célula e célula-matrizz, o que
freqUentemente conduz & apoptose (Kulms, et.al., 2002).

Como ja foi citada, a formacdo da adesdo focal depende da ligagcdo
da FAK a integrina e esta estimula a autofosforiiacdo da FAK no residuo
tirosina 397 (van Nimwegen & van de Water, 2006). Esta auto-fosforilagcdo, por
sua vez, promove a interacdo da integrina ao citoesqueleto de actina (Shi &
Boettiger, 2003). A determinacdo da fosforilacdo em residuos especificos fem
ajudado na identificacdo da agressividade dos melanomas. Recentemente,
demonstrou-se que somente as células de melanoma com caracteristicas
altamente agressivas, ou seja, capacidade de invasdo, migracdo € com
potencial vasculogénico, apresentavam FAK fosforiiada nos residuos de
tirosina 397 e 576. Em pacientes, observou-se um significante aumento da
FAK fosforilada nestes mesmos residuos, indicando que possa existir uma
correlacdo entre a sinalizacdo de FAK e o aumento do comportamento
agressivo do melanoma (Hess, et.al., 2005).

As células de melanoma MV3 sdo conhecidas por seu grande
potencial metastatico (van Muijen, et.al., 1991), e nossos resultados
confirmam este fato, uma vez que observamos fosforilacdo constitutiva da
FAK no residuo ftirosina 397. Esta fosforiacdo de FAK, assim como a
fosforilacdo de outras firosinas quinases, pode ser regulada por ROS através
da modulacdo negativa de proteinas tirosina fosfatases (Chiarugi et.al, 2003).
Nossos resultados revelam que a auséncia de ROS geradas a partir da
atfividade NAD(P)H oxidase provoca uma reducdo bastante significativa da
fosforilacdo da FAKY397,

Além de promover a ligacdo enfre a integrina e o citoesqueleto de
actina, a fosforlacdo da FAK no residuo Tyr397 é responsdvel também pelo
aumento da afinidade e ativacdo de proteinas tirosina quinase da familia da
Src, que medeiam a fosforilacdo de outros sitios da FAK. O complexo FAK-Src
age no controle de vdrios eventos de sinalizacdo em células normais e

tumorais (Mitra & Schlaepfer, 2006). H& 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 sobrevivéncia (Frisch & Francis, 1994; MclLean, et.al.,2004) e
proliferacdo (Ding, et.al., 2005). De acordo com o0s nossos resultados,
notamos que a presenca da fosforilacdo de FAKY397, estd relacionada com a
associacdo da FAK-Src observada nas células sem tratamento. Além disso, a
diminuicdo da fosforilacdo neste residuo de tirosina, provocada pela inibicdo
da atividade da NAD(P)H oxidase, reduziu tfambém a associacdo FAK-Src,
mostrando que a fosforilacdo no residuo Tyr¥7, associacdo FAK-Src e
consequentemente a formacdo do contato focal sdo dependentes da
modulacdo de ROS.

O rompimento da adesdo G matriz extracelular resulta, em muitas
células, em um processo de inducdo de morte, conhecido como anoikis
(Frisch & Francis, 1994). A anoikis € provavelmente um importante mecanismo
evolutivo para manter a integridade e funcdo de vdarios tecidos e 6rgdos
pela eliminacdo das células que perderam o contato, impedindo a
sobrevivéncia em outros sitios.

Durante a adesdo ou descolamento celular, vdrias proteinas quinases
sdo ativadas ou inibidas, e estas podem estar envolvidas tanto na prevencdo
quanto na inducdo da anoikis. Tem sido descrito que a capacidade de
resisténcia a anoikis € uma referéncia para a transformacdo neopldsica
(Grossmann, 2002). Trabalhos demonstram que o aumento da fosforilacdo da
FAK estd relacionado ao aumento da resisténcia das células este tipo de
apoptose sendo ainda importante para o processo de metdstase (Zhu, et.al.,
2000; Grossmann, 2002). E como esperado, a inibicdo FAK induz a anoikis em
células malignas (van Nimwegen & van de Water, 2006).

Logo, a reducdo da fosforilacdo da FAK, seguida da diminuicdo da
adesdo focal, através da inibicdo da NAD(P)H oxidase, observada em nossos
experimentos, poderia estar desencadeando um processo de anoikis, que se
reflete na inibicdo da sobrevivéncia das células de melanoma. Uma das
maneiras de avaliar a apoptose é através da andlise 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
hipodipldide), que €& uma caracteristica de apoptose. Em dados ndo
mostrados, analisamos a inducdo da apoptose apds incubacdo das células
com a apocinina (inibidor da p47rhox) e mais uma vez ndo obtivemos
diferencas significativas em reacdo ao controle. Indicando que este inibidor
realmente ndo apresenta efeito sobre as células MV3.

Entretanto, ainda ndo estd claro como o sinal apoptdtico é disparado
apods o rompimento da interagcdo da célula ao substrato. Acredita-se que a
anoikis em células epiteliais ndo seja disparada por ativacdo de ligantes a
receptores de morte. (Frish, 1999; Rytomaa, et.al, 1999). Contudo, foi
demonstrado que a anoikis € mediada pela ativacdo de caspase-8 e
caspase-3 (Rytomaaq, et.al., 1999).

As caspases sdo cisteina proteases (Alnemri, et.al., 1996) e sdo
sintetizadas na forma de zimogénio, sendo em muitos casos ativadas por
clivagem proteolitica do zimogénio (Hengartner, 2000). A ativacdo da
caspase-3, a qual tem atividade efetora, € um ponto crucial para o
desmantelamento celular (Slee, etf.al, 1999). Nossos resultados mostraram
que inibicdo da geracdo de ROS pela NAD(P)H oxidase nas células de
melanoma MV3 provocaram uma reducdo significativa do conteldo de pro-
caspase-3 e aumento dos fragmentos ativos da caspase-3 (dados ndo
mostrados). Com o aumento do processamento ativo da pro-caspase-3 e da
porcentagem de células da fase sub-G/0, femos um conjunto de evidéncias
qgue indicam que a diminuicdo da sobrevivéncia observada deve-se a
inducdo 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 polipepitideo, FRNK
(FAK-related non kinase), que apresenta o dominio catalitico bloqueado
(Gervais et.al., 1998) e que compete com a FAK integra pelo sitio na adesdo
focal. Desta maneira, impedindo possiveis tentativas de recuperacdo da
sobrevivéncia celular (van Ninwegen & van de Water, 2006).

Como mencionado, as ROS podem modular negativamente as

proteinas tirosina fosfatases, através da oxidacdo do sitio ativo de cisteina
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destas proteinas levando a inativacdo enzimdtica. Desta forma, a inibicdo
das proteinas firosina fosfatases ajuda a propagar sinais mediados por
receptores tirosina quinases pela fosforilacdo de proteinas em residuos de
tirosina, geralmente associados a estimulos proliferativos (Chiarugi, 2005).

Recentemente, Chiarugi e colaboradores (2003) propuseram uma
regulacdo redox da sinalizagdo de integrina durante a adesdo celular. Neste
modelo, encontraram evidéncias de que a geracdo de ROS intracelular
ocorre apo6s a ligacdo de integrinas a matriz exfracelular. As ROS sdo
requeridas para oxidar/inibir profeinas ftirosina fosfatases de baixo peso
molecular e SHP2 (proteina tirosina fosfatase 2), impedindo que as enzimas
defosforilem e inativem a FAK. Um outro grupo demonstrou que durante a
adesdo celular mediada por integrina, a actina sofre regulacdo da geracdo
fisioldgica de ROS. A inibicdo destas mesmas tirosinas fosfatases aumenta o
sinal de inducdo do rearranjo do citoesqueleto. Além desta acdo indireta as
ROS sdo de agir diretamente sobre o citoesqueleto de actina, através da
oxidacdo da actina (Fiaschi T, et.al., 2006).

Com o objefivo de avaliar o envolvimento de proteinas firosina
quinases nos efeitos decorrentes da inibicdo da atividade NAD(P)H oxidase
em nosso modelo, as células de melanoma humano MV3 foram pré-
incubadas com o inibidor de firosina fosfatases, NasVOs Notamos que a
inibicdo de ftirosina fosfatases reverteu completamente o efeito inibitéro 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 fendmeno tem como consequencia a manutencdo do
crescimento / viabilidade celular e protecdo confra anoikis.

Como conclusdo, nossos resultados mostraram que a geracdo de ROS
pela NAD(P)H oxidase estd envolvida nos mecanismos de sobrevivéncia das
células de melanoma, afetando as vias envolvidas na adesdo focal, afravés

da modulacdo negativa de fosfatases (Figura 5.1).
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Figura 5.1: Modelo proposto de vias de sindlizagdo ativadas pela produgao de ROS pela
NAD(P)H oxidase em células de melanoma humano. A ligacdo das integrinas & matriz
extracelular estimula a producdo de ROS pelo complexo NAD(P)H oxidase. As ROS modulam
negativamente as proteinas tirosina fosfatases e conseqientemente aumentando a fosforilagdo
de proteinas tirosina quinases como FAK. A fosforilacdo da FAKY¥7 aumenta a afinidade por Src
e estimula a polimerizacdo dos filamentos de actina, formando a adesdo focal. A adesdo induz
ativacdo de diversas vias de sinalizacdo envolvidas com a sobrevivéncia, migracdo,
proliferacdo das células de melanoma. Assim como impede a ativacdo da anoikis, via caspase-
3.

A inibicdo da atividade da NAD(P)H oxidase por DPI, inibe a sintese de ROS, aumentando a
regulacdo das proteinas tirosina fosfatases, que inibem a adesdo focal, induzindo as células de
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