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“Quando tudo nos parece dar errado
Acontecem coisas boas

Que ndo teriam acontecido

Se tudo tivesse dado certo.”
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RESUMO
O melanoma € o tipo mais agressivo de cancer de pele. Seu tratamento permanece como um
grande desafio, j4 que em estdgio avancado torna-se extremamente refratdrio aos
tratamentos convencionais. miR-34a € um microRNA supressor de tumor com expressao
normalmente reduzida em células cancerosas. A fim de investigar o papel de miR-34a
como supressor do melanoma, o principal objetivo deste estudo foi identificar alvos
moleculares modulados pela expressdao ectopica de miR-34a na linhagem celular de
melanoma metastitico humano SK-mel-103. miR-34a reduziu significativamente a
viabilidade das células de melanoma, o que deve estar relacionado, pelo menos em parte,
com o aumento na expressdo da proteina pré-apoptdtica Bax, ativacdo da caspase-3 e
clivagem da PARP-1. Estes dados sugerem que miR-34a foi capaz de induzir apoptose nas
células de melanoma. Além disso, houve reducdo na expressao de CDK4, CDK6, E2F3 e
pRb, proteinas relacionadas com a progressao do ciclo celular. Aumento na expressiao de
p21, um inibidor de CDKs, também foi observado nessas células. Algumas moléculas-
chave envolvidas com os processos de proliferacdo celular e apoptose, como proteinas
oncogénicas (Axl, AKT, ERK 1/2, B-catenina e c-myc) e proteinas supressoras de tumor
(pS3 e PTEN), foram “down- e upreguladas” por  miR-34a, respectivamente.
Interessantemente, o fluxo autofagico foi aumentado por miR-34a, efeito que ndo foi
correlacionado com alteracdes adicionais na viabilidade das células de melanoma. O
aumento no fluxo autofagico ocorreu, provavelmente, como uma resposta celular ao
estresse de reticulo e a agregacdo de proteinas induzidos por miR-34a, fendmenos que
também podem ter contribuido para a inducdo de apoptose nesse contexto. Os dados

obtidos neste estudo trouxeram novos aspectos moleculares da agdo de miR-34a como



supressor tumoral, e permitem apontar este microRNA como um potencial alvo terapéutico

contra o melanoma metastatico humano.
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ABSTRACT
Melanoma is the most aggressive form of skin cancer. Its treatment remains a big
challenge, since in advanced stage it is extremely refractory to conventional treatments.
miR-34a has emerged as an important tumor suppressor, and its expression is normally
reduced in cancer cells. To provide more information about the role of miR-34a as a
melanoma suppressor, the main goal of this study was to identify key molecular players
modulated by ectopic expression of this microRNA in the metastatic melanoma cell line
SK-mel-103. miR-34a caused a reduction of melanoma cells viability, what may be related,
at least in part, with the increased expression of pro-apoptotic marker, Bax, activation of
caspase 3 and PARP-1 cleavage, which indicates that miR-34a triggered apoptosis in
melanoma cells. In addition, the expression of CDK4, CDK6, E2F3 and pRb, proteins
related to the cell cycle progression, was reduced. An increase in p21 expression, a CDK
inhibitor, was also detected in these cells. Some key molecules involved with proliferation
and apoptosis processes, such as oncogenic proteins (Axl, AKT, ERK 1/2 kinases, [3-
catenin and c-myc) and tumor suppressor proteins (p53 and PTEN), were down- and
upregulated by miR-34a, respectively. Interestingly, the autophagic flux was stimulated by
miR-34a, but this effect was not correlated with further alterations in cell viability. The
increased autophagy occurred probably as a cellular response against the reticulum stress
and the protein aggregation induced by miR-34a in melanoma cells, which can also be
contributing to the cell death by apoptosis in this context. Our findings brought up novel
molecular aspects about the role of miR-34a as melanoma suppressor. The broad action of

this microRNA on key molecular players of melanoma aggressiveness was crucial for
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reprogramming these cells in favor of apoptosis. Altogether, this study pointed out miR-34a

as a potential therapeutic agent against advanced melanoma.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer: Caracteristicas gerais e aspectos epidemiologicos

A tumorigénese em humanos é um processo de multiplas etapas que refletem
alteracdes genéticas capazes de governar a transformacgdo progressiva de células normais
para células malignas. Embora existam inimeros tipos distintos de canceres, seis alteracdes
em comum tém sido apontadas como essenciais para a transformagdo maligna: auto-
suficiéncia em sinais pro-crescimento, refratariedade a sinais anti-crescimento, evasdo da
morte celular programada (apoptose), ilimitado potencial replicativo, sustentada
angiogénese e capacidade de invasdo tecidual (metdstase) (Revisado por Hanahan &
Weinberg, 2000). Avancos conceituais conquistados na ultima década a respeito dos
mecanismos tumorigénicos permitiram a inclusdo de duas novas caracteristicas a esta lista
de generalidades do cancer: capacidade de reprogramagdo do metabolismo energético e
evasdo da destrui¢do pelo sistema imune. Células tumorais sdo ainda capazes de recrutar
células normais, que por sua vez contribuem para a criagcdo de um microambiente essencial
para a aquisicdo do rol de caracteristicas tumorais citados anteriormente (Revisado por
Hanahan & Weinberg, 2011).

Embora progresso considerdvel tenha sido alcangado na compreensdo dos mecanismos
moleculares associados ao desenvolvimento e progressdo tumoral, o cancer permanece
como um importante problema de satide publica (Revisado por Siegel et al., 2012). Reduzir
a incidéncia e a taxa de mortalidade por cancer requer o desenvolvimento de regimes

diagnésticos e terapéuticos mais eficazes. Para isso, torna-se fundamental a investigagdo e



< .

elucidacdo dos mecanismos associados a aquisi¢do das oito caracteristicas essenciais a

transformagdo maligna.

1.2. Terapéutica do cancer

Células cancerosas podem ser removidas cirurgicamente, ou destruidas por
compostos quimicos toxicos ou radiacdo. Apesar de serem essas as abordagens terapéuticas
mais exploradas atualmente para o tratamento do cancer, todas apresentam limitacdes
significativas. Cirurgias costumam ser efetivas apenas para a eliminacdo de tumores nao-
metastiticos ou em estdgio inicial da progressao tumoral (tumor primdrio), uma vez que
raramente podem eliminar todas as metdstases. Muitos tratamentos radio- e quimioterapicos
que visam a morte das células tumorais sdo pouco especificos, causando a morte
concomitante de células normais. Além disso, apesar da maioria das células tumorais serem
mortas por radiacdo ou quimioterapia, uma pequena populacdo de células-tronco
cancerosas de replicacdo lenta é dificilmente eliminada. Se mesmo poucas células-tronco
cancerosas permanecem, essas podem regenerar o tumor. Diferentemente de células
normais, células cancerosas sofrem mutagdes adicionais rapidamente e podem desenvolver
resisténcia a farmacos e a radiacdo empregadas contra elas (Alberts et al., 2010).

A resisténcia a quimioterapicos € um problema central no cancer, e pode emergir
como um evento espontaneo ou ser adquirida pelo tratamento prolongado com agentes anti-
neopldsicos (Kappelmayer et al., 2004; Nobili et al. 2006). Os mecanismos adquiridos de
resisténcia a drogas sdo bastante varidveis e ilustram a perspicdcia das células cancerosas
em evadir aos mecanismos de morte induzidos pelos quimioterdpicos. Alguns desses

mecanismos envolvem a perda da habilidade em “importar” moléculas de farmacos pela



membrana plasmatica, ou ganho de habilidade em “exportar” moléculas de farmacos para
fora da célula através da membrana. Outros dependem do ganho de habilidade em
metabolizar moléculas de farmacos, utilizando para isso a mesma maquinaria enzimatica
usada por células normais para a detoxificacdo de compostos téxicos que atinjem o interior
da célula. Muitas células tumorais sdo capazes de desativar componentes da sua maquinaria
apoptética, ou podem, ainda, apresentar uma capacidade aumentada em reparar moléculas
de DNA danificadas pela acdo de quimioterdpicos ou radiacdo (Weinberg, 2008).
Independente de sua origem, o processo de resisténcia a quimioterdpicos tem se
tornado um importante obstiaculo no tratamento de pacientes com cancer, contribuindo para
a reducdo na taxa de sobrevida desses pacientes. Trata-se de um mecanismo multifatorial,
cujos detalhes moleculares ainda estdo sendo investigados. Por esse motivo, a busca pelas
bases moleculares da resisténcia a farmacos tem ganhado forca entre os pesquisadores da
drea nos ultimos anos, visando desenvolver estratégias de tratamento mais especificas e

eficazes (Sirichanchuen et al., 2012).

1.3. Melanoma: Modelo para estudo dos mecanismos associados a agressividade,

metdstase e resisténcia a farmacos

Os melanomas sdo canceres originados da transformacdo maligna dos melandcitos,
células produtoras de pigmento presentes na camada basal da epiderme e especializadas na
producdo de melanina. Os melandcitos produzem a enzima tirosinase, que converte o
aminodcido tirosina a um precursor da melanina. A tirosinase € sintetizada e transferida, no
complexo de Golgi, para os melanossomas, que passam a sintetizar a melanina. Os

melandcitos apresentam longos prolongamentos dendriticos que acumulam melanossomas e



se estendem até os queratindcitos. Através dos dendritos, os melanossomas sao transferidos
dos melandcitos para os queratindcitos (Revisado por Wilkerson, 2011). Nos queratindcitos
a melanina € liberada e tem a funcdo de proteger o material genético dessas células dos
danos causados pela radiacdo ultravioleta (UV) solar, através de absorcao da radiacdo UV
(revisado por Pacheco et al., 2011).

Os fatores de risco para o surgimento do melanoma podem ser classificados como
genéticos ou ambientais, sendo a exposi¢ao excessiva a radiacdo UV o fator ambiental mais
importante. A exposicdo a esses fatores pode levar a uma série complexa de eventos
genéticos e moleculares capazes de inativar genes supressores de tumor e ativar proto-
oncogenes nos melandcitos, dando origem ao melanoma (Markovic et al., 2007; revisado
por Pacheco et al., 2011).

Ap6s a transformacdo maligna dos melandcitos, os melanomas passam por um
processo de transformacdo seqiiencial em que o nevo (também conhecido como pinta)
alcanca uma fase de crescimento radial displasico (Figura 1). Esta fase é seguida por uma
fase de crescimento vertical que requer alta atividade angiogénica, o que, por sua vez,
contribui para a metdstase das células de melanoma. Entretanto, o passo mais critico para a
metdstase € o espalhamento do melanoma para os vasos linfaticos ao redor do tumor.
Seguindo a invasdo dos linfonodos, as células de melanoma metastatizam para o pulmao,
figado, cérebro e outros locais (Revisado por Mahabeleshwar & Byzova, 2007) .

Melanomas sdo canceres conhecidos por seu cardter altamente agressivo e invasivo,
0 que os tornam excelentes modelos para a investigacdo desses processos (Segura et al.,
2009). No Brasil, segundo dados divulgados pelo Instituto Nacional do cancer (INCA), o
cancer de pele continua sendo o tipo mais incidente de cancer, e foi estimado para o ano de

2012 o surgimento de 62.680 novos casos de cancer do pele tipo nao melanoma e 3.170



novos casos de cancer de pele do tipo melanoma em homens; para as mulheres, a estimativa
foi do surgimento de 71.490 novos casos de cancer de pele do tipo ndo melanoma e 3.060
casos de cancer de pele do tipo melanoma (Estimativa 2012: incidéncia de cancer no Brasil,
INCA. Disponivel na Biblioteca Virtual da Saide do Ministério da Satde:
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/controle_cancer). Apesar de representar menos de 5% dos
casos de cancer de pele, o melanoma é uma doenca extremamente letal, sendo responsavel
por 80 a 85% dos 6bitos associados ao cancer de pele e por 1% de todos os Obitos
associados ao cancer no Brasil (Mendes et al., 2010). Outro aspecto importante a ser
considerado é que o melanoma afeta pacientes na plenitude de suas vidas. Cerca de 60%
dos pacientes sdo diagnosticados antes dos 65 anos de vida e, na faixa etdria de 15-34 anos
de idade, o melanoma € o cancer mais comum (com excessdao do cancer de pele ndo
melanoma) (Cancer Research, UK 2009; Surveillance Epidemiology and End Results 2009;

National Comprehensive Cancer Network 2010).
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Figura 1. Progressdo do melanoma. A proliferacdo aberrante de melandcitos normais leva
a formagdo de um nevo benigno. A rdpida proliferacdo de melandcitos transformados leva a
formacdo de um nevo displésico, que € assimétrico e com bordas irregulares. Segue-se uma
rdpida fase de crescimento radial, que é caracterizada pelo crescimento intraepidermal. A
seguir ocorre uma fase de crescimento vertical, também conhecida como fase de invasao
dermal. O melanoma estimula uma rdpida vascularizagdo peritumoral, fornecendo
suprimento nutricional para o tumor em desenvolvimento e servindo como rota adicional
para a metéstase (Adaptado de Mahabeleshwar & Byzova, 2007).

1.4. Alteracoes moleculares associadas ao estabelecimento e progressao do melanoma

Muitos dos tracos fenotipicos exibidos por células tumorais sdo provocados por
alteracdes genéticas que envolvem mutagdes associadas ao ganho-de-fun¢do, amplificagdo
e/ou superexpressdo de oncogenes, juntamente com mutacdes associadas a perda-de-
funcdo, delecdo e/ou silenciamento epigenético de genes supressores de tumor (Hahn &
Weinberg, 2002). Entre as alteragdes genéticas mais frequentes em melanoma encontram-se
mutacdes em BRAF, responsavel pela ativacdo da via de sinalizacdo MAPK/ERK, e NRAS,

responsavel pela ativacdo das vias MAPK/ERK e PI3K/AKT (Revisado por Rebecca et al.,



2012). Além disso, mutacdes no gene CDKN2A e nos genes da B-catenina e PTEN,
também sao frequentes e estdo fortemente associados a progressdo do melanoma.

Diversos estudos t€ém mostrado que mutacdes oncogénicas no gene BRAF ocorrem
em 50-70% dos melanomas (Davies et al., 2002; Revisado por Rebecca et al., 2012). A
mutacio mais frequente observada (> 85%) € a substitui¢do de um tinico aminodcido valina
por um &cido glutdmico na posicdo 600 (mutagdo B-Raf V60OE), que € suficiente para
conferir ativacdo constitutiva da via de sinalizacaio MAPK/ERK que, por sua vez, promove
a progressdao do tumor e metdstase através de aumento da proliferacdo, sobrevivéncia,
motilidade e capacidade de invasao (Figura 2) (Revisado por Rebecca et al., 2012).

A via da PI3K/AKT tem se mostrado ativa em vdrios canceres, o que tem sido
relacionado, em grande parte, a presenca de mutacdes no gene supressor de tumor PTEN
(Steelman et al., 2004; Revisado por Lopez-Bergami et al., 2008). A AKT/ proteina quinase
B (PKB) é uma serina/treonina quinase que, uma vez ativada por fosforilacio de seus
residuos Ser*’*47* e Thr’®/3% (Harlan et al., 1995; Nicholson & Anderson, 2002), estimula a
transcricdo de uma ampla gama de genes envolvidos com proliferacdo celular, inibi¢do da
apoptose e sobrevivéncia celular (Figura 2) (Nicholson & Anderson, 2002). O gene PTEN
codifica uma fosfatase cuja funcdo primédria € desfosforilar o produto da PI3K
(fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato, ou PIP3), o que impede a ativagcdo da quinase PDK-1 que
€ responsavel pela fosforilacdo e ativacdo da AKT (Simpson & Parsons, 2001). A perda de
uma PTEN funcional causa actimulo desse segundo mensageiro lipidico, o que por sua vez
aumenta a atividade da AKT levando a uma consequente reducdo na taxa apoptotica e
aumento da sinalizacdo mitogénica (Wu et al., 2003). A taxa de mutacdo do gene PTEN
encontra-se em torno de 30-50% em linhagens celulares de melanomas, sendo 57-70%

dessas mutagdes representadas por delecdes homozigotas do gene PTEN (Guldberg et al.,



1997; Tsao et al., 1998; Revisado por Lopez-Bergami, 2008). Mesmo na auséncia de
alteracOes genéticas o nivel protéico de PTEN tem se mostrado ausente ou muito reduzido
em melanomas metastiticos devido a presenca de mecanismos de silenciamento
epigenéticos ou aumento da ubiquitinacdo dessa proteina (Revisado por Lopez-Bergami,
2008). A expressdo ectopica de PTEN demonstrou suprimir o crescimento (Robertson et
al., 1998), a tumorigenicidade e a metdstase em melanoma (Hwang et al., 2001). Além
disso, estudos conduzidos com a utilizagdo de inibidores da PI3K mostraram a ocorréncia
de inibicdo da proliferacdo e sensibilizacdo de linhagens celulares de melanoma aos
tratamentos radio- e quimioterdpicos (Hennessy et al., 2005). Em conjunto, esses dados
demonstram que PTEN e PI3K desempenham papéis chave na tumorigénese do melanoma.

O gene CDKNZ2A codifica os inibidores de quinases dependentes de ciclina (CDKs)

INK4 ARF
6 " 4

pl e pl . Mutagdo, metilagdo e delecio do gene CDKN2A t€m sido descritos
tanto em melanomas esporddicos quanto em familiares, ocorrendo em cerca de 80% dos
casos (Revisado por Da Forno & Saldanha, 2011). Essas alteracdes no gene CDKN2A tem
sido associadas a evasdo da apoptose e da senescéncia e ao aumento na proliferacdo, o que

d4 suporte ao crescimento tumoral descontrolado (Figura 2) (Revisado por Ji et al., 2010).



CKIT

BRAF |«
MEK
v A
— —. Crescimentoe
ol metastase
Proliferagao
v
+ Progressao do
ciclo celular(G1/8)
Apoptose

It:'ycll:‘» D1 + CDK4 5]

e

Figura 2. Principais vias de sinalizacdo associadas a progressdo do melanoma. A via da
MAPK/ERK, da PI3K/AKT e a fosfatase PTEN estao mostradas em azul. CDKN2A,
responsavel pela expressdo dos inibidores de CDKs p14 e p16, também esta representado
na figura (Adaptado de Da Forno & Saldanha, 2011).
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A B-catenina é uma proteina de fundamental importancia para a biologia do
melanoma. Ela pode atuar em associacdo com caderinas, constituindo as jun¢des aderentes
fundamentais para o processo de adesdo célula-célula, e pode, além disso, atuar como fator
de transcricdo, ativando a transcri¢do de genes-alvo da via de sinalizagdao Wnt (Figura 3).
A sinalizagdo pela via Wnt é um dos mecanismos fundamentais que governam a
proliferagdo celular, desenvolvimento embriondrio e homeostase tecidual. Dada sua
importancia, mutacdes na via da Wnt tém sido freqiientemente associadas a doengas, em
especial ao cancer. Na auséncia de ligacdo da glicolipoproteina extracelular Wnt com seu
receptor, a proteina P-catenina citosélica é constantemente degradada por agdo do
complexo Axina, composto pelas proteinas Axina, APC, caseina quinase 1 (CKI) e
glicogénio sintase quinase 3 (GSK3) (Figura 3). CK1 e GSK3 fosforilam a regido amino-

terminal da B-catenina, resultando em reconhecimento da f-catenina pela proteina B-Trcp,
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uma E3 ubiquitina ligase, e subsequente ubiquitinacdo e degradagdo proteasomal da -
catenina. Esta continua eliminacdo da B-catenina previne que ela alcance o nicleo, fazendo
com que os genes-alvo da via Wnt permanecam reprimidos. A via Wnt/B-catenina € ativada
quando Wnt se liga a seu receptor de membrana, induzindo varios eventos moleculares que
culminam com a inibi¢do da fosforilagdo da P-catenina pelo complexo Axina, o que
contribui para a estabilizacio da P-catenina e permite seu actimulo intracelular e
direcionamento para o nucleo, onde forma complexos com TCF/LEF e ativa a expressao
dos genes-alvo da via Wnt, como c-myc e ciclina D1 (Revisado por MacDonald et al.,
2009).

A freqiiéncia de B-catenina mutada em melanomas é bastante elevada o que, em
geral, tem sido associado com sua ativacdo (Revisado por Lopez-Bergami et al., 2008;
Damsky et al., 2011). Um dos alvos transcricionais ativados pela via Wnt/B-catenina de
importancia para a biologia do melanoma € o fator de transcri¢do associado a microftalmia
(MITF). Assim como ocorre com a [-catenina, a expressdo de MITF apresenta-se
desregulada em melanomas, e induz aumento da diferenciacdo melanocitica e pigmentacao,
o que tem sido associado ao ganho de potencial metastatico (Damsky et al., 2011). MITF
pode, ainda, ser regulado pela via da MAPK/ERK (Figura 2) (Revisado por Goppner &

Leverkus, 2011).
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Figura 3. Visdao geral da via Wnt/f-catenina. Na auséncia de Wnt (-Wnt) a B-catenina
forma complexo com as proteinas APC, GSK3p e axina, ¢ fosforilada por GSK3p e
subsequentemente multiubiquitinada (Ub) e degradada em proteassomas. A ligacdo de Wnt
ao receptor frizzled ativa DSH, que por sua vez bloqueia a formacdo do complexo APC,
GSK3B e axina, resultando em acumulo de B-catenina citosélica (+Wnt). Como
consequéncia, a [-catenina transloca-se para o nucleo e e se associa com os fatores de
transcricdo TCF/LEF. Os complexos TCF/B-catenina ligam-se ao DNA e ativam os genes
alvos de Wnt, como c-myc e ciclina D1. (Adaptado de Poser & Bosserhoff, 2004).

Damsky e colaboradores (2011), utilizando modelo in vivo de melanoma baseado
em camundongos mutantes para ativacdo de BRAF e delecdo de PTEN, demonstraram que
a estabilizacdo da B-catenina nesse contexto era capaz de tornar o melanoma altamente
metastitico, de rdpido crescimento e altamente diferenciado. Entretanto, em presenga de
niveis normais de PTEN, a ativacdo de B-Raf e estabilizacdo da B-catenina promoveram

diferenciacdo do tumor, mas ndo foram capazes de induzir metdstase, o que reafirma o
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importante papel da PTEN nesse processo. Esse trabalho deixou evidente a existéncia de
uma relacdo mutua entre as vias da MAPK/ERK, PI3K/AKT e Wnt/B-catenina na
promocdo de um fendtipo altamente metastitico em melanomas.

Outra molécula importante para a progressao do melanoma, que vem despertando
grande interesse nessa drea de estudo, € o fator de crescimento transformador beta (TGF-J3).
O TGF-B € uma citocina multifuncional que, em condi¢des normais, participa da regulacio
de diversas atividades celulares, como proliferacdo e diferencia¢do, bem como de processos
fisiolégicos, tais como o desenvolvimento embriondrio, angiogénese e vigilancia
imunolégica. Em mamiferos, existem trés isoformas de TGF-B: TGF-B1, TGF-B2 e TGF-
B3 (Revisado por Javelaud et al., 2008).

Na via de sinalizagdo classica induzida por TGF-B (sinalizagdo dependente de
Smad) (Figura 4), a transdu¢do de sinal € iniciada pela formac¢do de um complexo na
superficie celular entre TGF-} e receptores serina/treonina quinase transmembrana (tipo I e
IT), o que induz transfosforilacdo e ativacdo do receptor tipo I (TBR-I) pela quinase do
receptor tipo II (TBR-II). O receptor tipo I ativado fosforila os efetores Smad2 e Smad3 que
se associam com Smad4, e este complexo ativado transloca-se para o nicleo onde regula a
transcricdo de genes-alvo. A atividade das Smads medeia os efeitos inibitérios de TGF-f3
sobre o crescimento através de reducdo na expressao de c-myc, CDC25A e membros da
familia Id, e aumento da expressao dos inibidores de CDKs p15 e p21. Além de mediar os
efeitos inibitérios de TGF-B sobre o crescimento, as Smads podem regular a expressao de
varios genes envolvidos com a maquinaria apoptética e, assim, medeiam os efeitos pro-

apoptoticos do TGF-B (Revisado por Lasfar & Cohen-Solal, 2010).
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No céancer, TGF- apresenta papel complexo ji que nos estdgios iniciais do
processo tumoral pode exercer seus efeitos anti-mitogénicos e supressores de tumor, € em
estdgio avangado passa a ter acdo critica na angiogénese e imunosupressdo, fornecendo um
microambiente apropriado para o crescimento do tumor e metdstase (Revisado por Javelaud
et al.,, 2008). Além da via classica induzida por TGF-B, outras proteinas e vias de
sinaliza¢do independentes de Smads podem ser ativadas por TGF-3 e desempenham papéis
importantes nos estdgios avancados da progressdo tumoral. Entre elas estdo as vias da
MAPK/ERK, p38, JNK, PI3K-AKT-mTOR, além de proteinas GTPases Rho, que
participam dos processos de reorganizagdo do citoesqueleto, migragcdo e invasdo durante a
metdstase (Figura 4) (Revisado por Lamouille & Derynck, 2011).

O aumento da expressdo e secre¢do de TGF-B tem sido reportado em diferentes
linhagens celulares de melanoma, quando comparados com melandcitos normais (revisado
por Javelaud et al., 2008). Em pacientes com melanoma, os niveis de TGF-3 no plasma
também tém se mostrado elevados, especialmente nos individuos com lesdes metastaticas
(Krasagakis et al., 1998). De uma forma geral, o desenvolvimento e progressdo do
melanoma maligno tém sido caracterizados por resisténcia aos efeitos supressores de tumor
de TGF-B, e altos niveis de expressao de TGF-B devem, na verdade, fornecer vantagens
seletivas para melanomas com alto potencial invasivo e metastatico (Revisado por Lasfar &
Cohen-Solal, 2010). Entre as trés isoformas de TGF- expressas em mamiferos, as
isoformas TGF-B2 e TGF-B3, ndo expressas em melandcitos normais, mostraram ser
expressas ja nos estdgios iniciais de progressio do melanoma, sendo essa expressao

aumentada durante a progressdo tumoral (van Belle et al., 1996; revisado por Javelaud et

al., 2008).
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Figura 4. Vias de sinalizacdo dependente e independente de Smads induzidas por TGF-p.
Na via de sinalizagdo cldssica (dependente de Smad), inicialmente TGF-B forma um
complexo com receptores serina/treonina quinase transmembrana (tipo I e II) presentes na
superficie celular, o que induz transfosforilacdo e ativagdo do TPR-I por agcdo da quinase do
TPR-II. O TPR-I ativado fosforila Smad2 e Smad3 que se associam com Smad4. A seguir,
este complexo ativado € translocado para o nicleo onde regula a transcricdo de genes-alvo
como c-myc, CDC25A, membros da familia Id, p15 e p21. Além da via cléssica, outras vias
de sinalizacdo independentes de Smads podem ser ativadas por TGF-B, como as vias da
PI3K/AKT, da Rho GTPase/ROCK e MAP quinases (ERK, p38 e JNK) (Adaptado de
Lamouille & Derynck, 2011).

1.5. Terapéutica do melanoma

Se detectado precocemente, a remogao cirirgica do melanoma pode levar a uma taxa
de cura de 90%, enquanto que se detectado em estigio avancado o melanoma tem
prognéstico desfavoravel, tendo os pacientes uma média de sobrevida de menos de um ano
(Revisado por Spagnolo and Queirolo, 2012). Apenas poucas terapias sao atualmente
disponiveis para o tratamento de melanoma em estdgio avancado (metastatico). Altas doses

de interleucina-2 e dacarbazina (5-(3,3-Dimethyl-1-triazenyl)imidazole-4-carboxamide ou

15



DTIC) eram as tunicas duas terapias aprovadas pelo “Food and Drug Administration”
(FDA) até 2011, porém estdo associados a uma taxa de resposta de apenas 10-20%
(Revisado por Finn et al., 2012). A sobrevida média de pacientes tratados com dacarbazina
¢ de menos de 8 meses (Middleton et al., 2000), e combina¢des de diferentes regimes
quimioterdpicos baseados na dacarbazina geralmente conferem um aumento de toxicidade
com pouco ou nenhum aumento na taxa de sobrevida dos pacientes (Algazi et al., 2010).
Quimioterdpicos alternativos atualmente usados no tratamento do melanoma metastitico
incluem fotemustine, temozolomida (TMZ), paclitaxel (frequentemente em combinacao
com carboplatina) e docetaxel (Bedikian et al., 1995; Revisado por Spagnolo and Queirolo,
2012).

DTIC e TMZ compdem um grupo de agentes alquilantes conhecidos como
compostos triazenos. Sao drogas que nao tem como alvo o ciclo celular, sendo, portanto,
ativas em todas as fases do ciclo. A atividade antitumoral desses compostos estd
relacionada a sua capacidade de induzir metilacio do DNA. O ion metildiazénio, um
derivado altamente reativo dos dois compostos, reage com bases purinicas do DNA
formando adutos metilados. Em termos quantitativos, o ponto mais freqiiente de alquilagao
é a posicio N’ da guanina. Entretanto, O°-metilguanina (O°-meG) é a principal lesdo
responsavel pela citotoxicidade e efeito mutagénico desses compostos, pois pode gerar um
pareamento incorreto de bases no DNA, representada por G(CH3):T. A presenca destes
adutos metilados em geral leva a morte celular. A resisténcia ao tratamento com compostos
triazenos tem sido associada ao grau de atividade de sistemas de reparo do DNA como, por
exemplo, do sistema de reparo de excis@o de bases (BER) (revisado por Marchesi et al.,

2007).
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A partir de 2011 a FDA aprovou duas novas terapias contra o melanoma avangado:
vemurafenibe, um inibidor de BRAF, e ipilimumabe, um estimulador do sistema imune.
Apesar de promoverem beneficios clinicos, ambos os tratamentos apresentam limitagdes.
No caso do vemurafenibe, a duragdao da resposta € curta, enquanto que o ipilimumabe
apresenta taxa de resposta baixa (Revisado por Finn et al., 2012). Sendo assim, a busca por

terapias mais eficazes contra 0 melanoma metastatico ainda ¢ um grande desafio para os

pesquisadores da drea, e uma necessidade para os pacientes que sofrem deste mal.

1.6. Ciclo celular, apoptose e autofagia: Trés processos importantes no contexto tumoral

1.6.1. Ciclo celular: Aspectos moleculares e regulacdo

O ciclo celular é um processo complexo onde participam numerosas proteinas
regulatdrias que direcionam a célula em uma sequéncia especifica de eventos que culminam
com a divisdo da célula em duas células filhas (mitose). O ciclo celular pode ser
morfologicamente dividido em intérfase e fase M (mitética). A intérfase é ainda
subdividida em fase G1, intervalo onde a célula se prepara para a sintese do DNA, fase S,
onde ocorre a duplicagdo do DNA, e fase G2, onde a célula se prepara para a mitose
(Figura 5) (Revisado por Schafer, 1998).

As proteinas quinases dependentes de ciclina (CDKs) sdo proteinas regulatérias-chave
no ciclo celular, e constituem uma familia de proteinas serina/treonina quinases que sao
ativadas em pontos especificos do ciclo celular. Dentre as CDKs ja identificadas, cinco s@o
ativas durante o ciclo celular: durante G1(CDK4, CDK6 e CDK2), S (CDK2) e G2/M

(CDK1) (Figura 5). Apés serem ativadas por ligacdo com proteinas ciclinas, as CDKs
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induzem processos “downstream” através da fosforilacio de proteinas-alvo especificas
(Revisado por Vermeulen et al., 2003).

Diferentes ciclinas sdo requeridas nas diferentes fases do ciclo celular (Figura 5). As
trés ciclinas do tipo D (ciclina D1, ciclina D2 e ciclina D3) ligam-se a CDK4 e CDK®6, e os
complexos CDK-ciclina D s@o essenciais para a entrada na fase G1 (Sherr, 1994). Outra
ciclina que atua na fase G1 € a ciclina E, que se associa com CDK2 e regula a progressao
de GI1 para a fase S (Ohtsubo et al., 1995). A ciclina A se liga com CDK2, e este complexo
€ requerido durante a fase S (Girard et al., 1991; Walker & Maller, 1991). No final da fase
G2 e inicio da fase M, a ciclina A forma complexo com CDK1 permitindo a entrada na fase
M. A seguir, a mitose € permitida pelo complexo formado por ciclina B e CDK1 (King et
al., 1994; Arellano & Moreno, 1997).

As CDKs catalisam o processo de divisdo celular através da fosforilagdo de uma ampla
gama de substratos. Na fase G1, um importante alvo das CDKSs € a proteina retinoblastoma
(pRb), e o complexo CDK-ciclina em G1 fosforila a pRb em multiplos residuos. Quando
desfosforilada, a proteina pRb se liga ao fator de transcricdo E2F tornando-o indisponivel
para atuar no processo de transcricio (Figura 6). Apds a fosforilacdo da pRb pelo
complexo CDK-ciclina, a pRb libera E2F, que se torna livre para participar da transcri¢ao
de proteinas necessdrias para a progressdao do ciclo celular (transicdo G1/S). Dentre os
substratos das CDKs em G2 e M estdo lamininas nucleares e microtibulos, que formam o
citoesqueleto nuclear (Revisado por Schafer, 1998).

Reguladores negativos do ciclo celular diferem entre os estdgios do ciclo. A inibi¢do
do ciclo celular em G2 ocorre por fosforilagio da CDKI1 pela proteina quinase Weel. J4 a
proteina fosfatase Cdc25C promove o efeito oposto ao de Weel, desfosforilando a CDK1

nos residuos Tyr'> e Thr'*, o que é responsdvel pela ativacio da CDK1 (Revisado por
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Schafer, 1998). Nas fases G1 e S do ciclo celular, os inibidores de CDKs (CKIs) tem papel
fundamental e os mais estudados pertencem as familias INK4 e Cip/Kip (Sherr & Roberts,
1995). A familia INK4 inclui p15 (INK4b), p16 (INK4a), p18 (INK4c) e p19 (INK4d), que
inativam especificamente as CDKs de G1 (CDK4 e CDK6). A familia Cip/Kip inclui p21
(Wafl, Cipl), p27 (Cip2) e pS7 (Kip2), que sdo responsaveis pela inibicdo dos complexos
CDK-ciclinas. Eles inibem principalmente os complexos CDK-ciclina de G1 e, em menor
extensdo, os complexos CDK1-ciclina B (Revisado por Vermeulen et al., 2003). p21, além
disso, inibe a sintese de DNA através da ligacdo e inibicdo do ‘“‘antigeno nuclear de
proliferacao celular” (PCNA) (Pan et al., 1995; Waga et al., 1997). CKIs sao regulados
tanto por sinais externos quanto internos: p21, por exemplo, contém um local de ligacao
para p53 na regido promotora de seu gene, permitindo que p53 ative transcricionalmente a
expressao de p21. Essa é uma das formas pelas quais p53 induz parada do ciclo celular
(Waldman et al., 1995). J4 a expressdo de pl5 e a ativacdo de p27 podem aumentar em
resposta ao fator de crescimento transformante $ (TGF-B), contribuindo para parada do
ciclo celular (Hannon & Beach, 1994; Reynisdottir et al., 1995).

No cancer, existem alteragdes fundamentais no controle genético da divisao celular,
que resultam em proliferacdo celular irrestrita. A desregulacdo do ciclo celular associada ao
cancer ocorre devido mutagdes de proteinas importantes em diferentes niveis do ciclo
celular. De uma forma geral, em células tumorais as vias de sinalizagdo responsaveis pela
transducdo do sinal mitogénico estdo sempre “ligadas”, ou seus mecanismos inibitdrios
estao “desligados”. Em células tumorais, diversas mutacdes tém sido observadas em genes
que codificam CDKSs, ciclinas, enzimas ativadoras de CDKs, CKIs, substratos de CDKs e
proteinas importantes para os pontos de checagem do ciclo celular (“checkpoints”). Como

exemplo, a inativacdo de genes supressores de tumor como pRb e p53 resultam em
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disfuncdo de proteinas que normalmente inibem a progressdo do ciclo celular, o que
contribui para a aquisicdo do fenétipo altamente proliferativo inerente as células tumorais

(Revisado por McDonald & El Deire, 2000; Revisado por Vermeulen et al., 2003).

CCiclina A>

Figura 5. Os estdgios do ciclo celular. Os pontos de atividade dos complexos CDK-ciclina estao
indicados na figura (Adaptado de Vermeulen, 2003).
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1.6.2. Apoptose: Aspectos moleculares e regulacdo

A morte celular programada € um processo essencial para o desenvolvimento normal,
para a manuten¢do da homeostase e eliminacdo de células danificadas em organismos
multicelulares. Dependendo das alteragdes morfoldgicas envolvidas e da participacdo de
caspases, a morte celular pode ser classificada em vérios tipos: apoptose, autofagia,
necrose, catdstrofe mitética, além de outras formas atipicas de morte celular (Kroemer et
al., 2009; Galluzzi et al., 2012).

A apoptose, um processo altamente controlado e dependente de energia, € a forma mais
bem caracterizada de morte celular programada. Sua desregulacdo pode levar ao
surgimento do cancer, doencas autoimunes e doengas degenerativas, o que explica o
crescente interesse no estudo e caracterizacdo das vias apoptdticas com o intuito de
compreender a etiologia dessas doencas e desenvolver terapéuticas mais eficazes contra
elas. Muitas das alteracdes morfoldgicas sofridas pelas células durante a apoptose tem sido
observadas por microscopia de luz e microscopia eletronica, incluindo a reduc¢do do
tamanho celular e condensacdo da cromatina (picnose). Entre outras caracteristicas
importantes associadas ao processo apoptético estdo: formacdo de bolhas de citoplasma
partindo da membrana plasmatica celular (“blebbing” da membrana plasmatica), formacao
de corpos apoptéticos e a fagocitose de corpos apoptdticos por células vizinhas ou por
macréfagos (Revisado por Burz et al., 2009).

Tanto eventos extracelulares como intracelulares podem levar a ativacdo de vias
bioquimicas responsadveis pelo comprometimento da célula com a apoptose. Existem duas
vias principais, a via apoptotica extrinseca e a via apoptdtica intrinseca. A via extrinseca
opera via receptores de morte presentes na superficie celular, e a via intrinseca depende da

ativacdo mitocondrial apds perda da sinalizacdo por fatores de crescimento ou em resposta

21



a estimulos letais gerados no interior da célula. As duas vias podem apresentar
interconeccdes em alguns pontos e, geralmente, contam com a ativacdo de caspases
(Revisado por Burz et al., 2009; Revisado por Tonissen & Di Trapani, 2009). As caspases
constituem uma familia de cisteina proteases expressas na maioria das células na forma de
pré-enzimas inativas e, quando ativadas por processamento proteolitico, ativam outras
caspases, contribuindo para a amplificacdo do sinal apoptético (Lamkanfi et al., 2007). Elas
podem ser divididas em caspases iniciadoras (caspases 2,8,9 e 10) e caspases efetoras
(caspases 3,6 e 7) (Revisado por Burz et al., 2009).

A via apoptética extrinseca € ativada por ligantes que se ligam a receptores de morte, e
que, entdo, clivam a pré-caspase 8 (Figura 7). Apds sua ativacdo, a caspase 8 pode agir
sobre a Bid para exercer efeitos apoptéticos mediados pela mitocondria, ou pode ainda
ativar diretamente a caspase 3 sem o envolvimento da mitocondria (Rossi & Gaidano,
2003). Sendo assim, pode existir uma ligacdo entre as vias extrinseca e intrinseca, fato que
parece ser dependente do tipo celular e do tipo de sinal recebido por esta.

A via apoptética intrinseca pode ser ativada por vdrios estimulos, entre eles por
estresse, radiacdo UV, ou pela administragdo de drogas citotxicas que perturbem o balango
redox no interior da célula (Revisado por Burz et al., 2009). A mitocondria apresenta um
papel central na via intrinseca (Green & Reed, 1998). O evento chave que governa a
ativacdo da via intrinseca € a permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa, que é
regulada por muitas proteinas citosdlicas, incluindo membros da familia Bcl-2 (Figura 7).
Alguns membros dessa familia sdo pré-apoptéticos e incluem Bax, Bak, Bim e Bid,
enquanto outros membros como Bcl-2 e Bcl-xL sdo antiapoptéticos (Cory et al., 2003). Os
mecanismos exatos pelos quais os varios membros da familia Bcl-2 afetam a mitocondria

ainda nao foram totalmente esclarecidos, entretanto sabe-se que eles podem tanto formar
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poros em conjuncdo com proteinas da membrana mitocondrial, como podem abrir canais
pré-existentes (Kuwana et al., 2002; Schwarz et al.,, 2007). Uma vez ocorrida a
permeabilizacdo, citocromo ¢ e outras proteinas (como o “segundo ativador de caspases
derivado da mitocondria” ou Smac) sdo liberados do espaco intermembrana mitocondrial
para o citosol. Apds sua liberacdo no citosol, o citocromo ¢ recruta outras proteinas
incluindo o “fator ativador de protease apoptotica-1 (Apaf-1) e a pré-caspase 9 para formar
o apoptossomo (Revisado por Burz et al., 2009). O apoptossomo ¢é responsdvel pela
clivagem da pré-caspase 9, que por sua vez cliva e ativa a caspase 3, que age em diferentes
compartimentos celulares, como exemplo, no nicleo para induzir eventos apoptéticos
incluindo a fragmentacdo do DNA (Srinivasula et al., 1998). A proteina Smac, liberada da
mitocOndria juntamente com o citocromo ¢, age inibindo a agdo da proteina IAP (“proteina
inibidora da apoptose”) sendo, assim, uma proteina pro-apoptética (Du et al., 2000).

Varios estresses incluindo “fator de necrose tumoral” (TNF), luz UV e estresse
oxidativo podem levar a apoptose através da ativagdo de vias que envolvem “proteinas
quinase ativadas por mitogeno” (MAPK) (Revisado por Burz et al., 2009), que exercem
efeitos sobre a mitocondria (Figura 7). A “proteina quinase reguladora do sinal apoptdtico-
1” (ASK1) € uma MAPK quinase quinase (MAPKKK) e é responsdvel pela ativacido de
varias MAPK quinases como MKK3, 4, 6 e 7, que entdo ativam as vias da c-Jun-N-terminal
quinase (JNK) e a p38 MAPK (Ichijo et al., 1997). Essas quinases fosforilam e ativam
alvos pré-apoptoticos especificos incluindo membros da familia Bcl-2 como Bim (Lei &
Davis, 2003; Cai et al., 2006), e Bax (Kim et al., 2006). Além disso, elas fosforilam e
ativam o fator de transcricdo p53 (Buschmann et al., 2001), que desempenha um importante
papel na apoptose, particularmente em resposta a danos ao DNA, através de aumento na

transcricao de genes pro-apoptéticos como a Bax (Levine, 1997).
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O reconhecimento de células transformadas e sua eliminacido é um processo conhecido
como “vigilancia imunologica” (Tesniere et al., 2008). Células tumorais frequentemente
escapam a vigilancia imunoldgica devido sua capacidade em esconder as moléculas
anormais presentes em sua superficie através de estratégias pré-sobrevivéncia especificas
ou através da inibicdo das vias apoptdticas (Ullrich et al., 2008). Atualmente, sabe-se que
vérios tipos de canceres sdo ocasionados pela falta de resposta aos estimulos de morte
celular, mais do que pelo aumento da taxa proliferativa. Distiirbios em ambas as vias
apoptéticas, extrinseca e intrinseca, podem estar envolvidas na tumorigénese (Revisado por

Burz et al., 2009).
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Figura 7. Vias de sinalizacdo apoptoticas. A via apoptdtica extrinseca (ativada por
receptor de morte) e a via apoptdtica intinseca (dependente da mitocOndria) estdo
ilustradas, bem como a interconeccao entre as vias. Vdrios tipos de estresses e estimulos
apoptoticos reduzem o potencial de membrana mitocondrial (Ay). A liberagao de citocromo
¢ da mitocOndria, através de poros na membrana mitocondrial, € regulada por proteinas da
familia Bcl-2. Citocromo ¢ contribui para a formagao do apoptossomo, que entdo ativa as
caspases € leva a apoptose. Estresses podem, ainda, induzir apoptose por ativacio das vias
de sinalizacdo da JNK e p38 (Adaptado de Tonissen & Di Trapani, 2009).

1.6.3. Autofagia: Aspectos moleculares e regulacdo
A autofagia € uma via lisossomal finamente regulada de degradacdo de material
citosélico e organelas. Este processo constitui um mecanismo adaptativo de sobrevivéncia

celular durante condi¢des de estresse como, por exemplo, durante a privacdo de nutrientes,

“resposta a proteinas nao-enoveladas” (UPR) ou infecgdo viral, e é regulada por uma
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complexa rede de sinalizacdo (Revisado por Eskelinen & Saftig, 2009). Dependendo da
rota de entrega para o lisossomo, trés tipos de autofagia sdo conhecidos: a autofagia
mediada por chaperonas (CMA), a microautofagia e a macroautofagia (Figura 8). A CMA
utiliza chaperonas para transportar proteinas citosdlicas especificas para os lisossomos. Na
microautofagia, o cargo € incorporado diretamente no lisossomo através de invaginacao da
membrana lisossomal. J4 a macroautofagia (também referida simplesmente como
autofagia) envolve a formagdo de vesiculas de membrana dupla (autofagossomos)
anteriormente a fusdo com os lisossomos (Revisado por Checinska & Soengas, 2011;
Revisado por Mizushima & Komatsu, 2011).

Ap6s ser induzida por condicdo de estresse, o primeiro passo da autofagia € a
formacdo do autofagossomo. Uma cisterna de membrana lisa conhecida como fagéforo, ou
membrana de isolamento, alonga-se e envolve uma por¢do de citosol ou um cargo
especifico, formando uma vesicula de membrana dupla, o autofagossomo. A seguir, o
autofagossomo funde-se com um lisossomo, formando o autolisossomo. Tanto o citosol
quanto sua membrana limitante sdo degradados por hidrolases lisossomais, e os produtos da
degradacio sao transportados de volta para citosol onde sao reutilizados para biossintese ou
para producao de energia (Figura 8) (Revisado por Eskelinen & Saftig, 2009).

Cerca de 1% — 1.5% das proteinas celulares sdo catabolizadas por hora pelo
processo autofdgico no figado, mesmo sob condicdes nutricionais normais. A autofagia
basal age como uma maquinaria de controle de qualidade dos componentes citosélicos,
sendo fundamental para a homeostase celular. Embora este controle de qualidade possa ser
parcialmente alcancado por autofagia nao-seletiva, evidéncias crescentes t€ém indicado que
a autofagia do tipo “seletiva” exerce papel importante sobre a degradacdo de proteinas

especificas, organelas e bactérias invasoras (Figura 9). A autofagia seletiva ocorre
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constitutivamente e pode, além disso, ser induzida em resposta a estresses celulares
(Revisado por Mizushima & Komatsu, 2011).

Um dos substratos mais bem caracterizados da autofagia seletiva é a p62, uma
proteina celular expressa ubiquamente que também é conhecida como sequestrossomo 1
(SQSTM1). p62 interage diretamente com a proteina LC3 (“proteina de cadeia leve
associada a microtibulo 3”°) presente na membrana de isolamento através de uma regidao de
interacdo com LC3 (Figura 9). Subsequentemente, p62 € incorporado no autofagossomo e
entdo degradado pelo processo autofigico (Revisado por Mizushima & Komatsu, 2011).
Em situacdes onde a autofagia é deficiente ou insuficiente observa-se o acimulo de p62, o
que leva a formacao de grandes agregados citosélicos (Figura 9), que incluem as proteinas
p62 e ubiquitina (Komatsu et al., 2007). p62 possui um dominio de associacdo a ubiquitina
(UBA). Sendo assim, tem sido proposto que p62 atue como um receptor autofagico para
cargos ubiquitinados destinados a degradacdo, incluindo agregados de proteinas
ubiquitinadas, mitocondrias ubiquitinadas, peroxissomos ubiquitinados € microrganismos
ubiquitinados (Revisado por Mizushima & Komatsu, 2011). p62 e outras proteinas
adaptadoras, como NDP52 (Thurston et al., 2009) e optineurina (Wild et al., 2011),
medeiam a degradacdo de microrganismos invasores através de interacdes com ubiquitinas
(Figura 9) (Revisado por Mizushima & Komatsu, 2011). Em situacdes de deficiéncia ou
insuficiéncia em autofagia, p62 funciona, ainda, como um ponto central na sinalizacdo
celular que determina se a célula sobreviverd, através de ativacdao da via TRAF6-NF«B, ou
morrerd, por facilitar a agregacao de caspase-8 e caspases efetoras “dowstream” (Figura 9)
(Moscat & Diaz-Meco, 2009).

A autofagia tem sido implicada em diversos processos patoldgicos, incluindo

infeccdes por patdégenos, doencas inflamatdrias, neurodegeneracdo e cancer (Revisado por
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Morselli et al., 2009; Revisado por Notte et al., 2011; Revisado por Sridhar et al., 2012).
No cancer, tem sido atribuido um papel dual para a autofagia, podendo atuar como
supressora de tumor nos estdgios iniciais de progressdo tumoral, € como promotora de
tumor nos estdgios mais avancados (Revisado por Chen & White, 2011; Revisado por
Kung et al., 2011; Revisado por Yang et al., 2011(a)). Sua atividade supressora de tumor €
exercida através da eliminacdo de substratos proteicos oncogénicos, agregados téxicos de
proteinas nao-enoveladas e organelas danificadas. A autofagia pode, ainda, limitar a
ocorréncia de alguns processos associados ao surgimento do cancer, como a inflamagao, o
dano tecidual e a instabilidade gendmica, sugerindo que o estimulo da autofagia deva ser
benéfico para a prevencdo do cancer. J4 a atividade promotora de tumor exercida pela
autofagia em canceres estabelecidos ocorre através da reciclagem intracelular de
macromoléculas e organelas citosdlicas, processo que é responsdvel pelo fornecimento de
substratos para o metabolismo tumoral e pela manuten¢do de um “pool” de mitocondrias
funcionais (Revisado por White, 2012).

Diversos estudos recentes sobre terapéuticas do cancer tém atribuido um papel
positivo para a autofagia, uma vez que a intensificacdo desse processo pode levar a morte
celular (Revisado por Gozuacik & Kimchi, 2004; Revisado por Notte et al., 2011). Neste
sentido, muitas pesquisas t€ém focado na busca por terapias capazes de induzir a autofagia,
com o objetivo de levar as células tumorais a morte. Em melanomas, o uso de drogas como
tamoxifeno + curcumina, terfenadina, metformina e SNX-2112 (inibidor de HSP90)
mostrou ser capaz de estimular o processo autofigico e levar a morte celular (Chatterjee &

Pandey, 2011; Nicolau-Galmés et al., 2011; Tomic et al., 2011; Liu et al., 2012).
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Macroautofagia Microautofagia Autofagia mediada
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Figura 8. Tipos de autofagia. Macroautofagia: Uma porcdo de citosol, incluindo
organelas, é envolvida por uma membrana de isolamento (ou fagéforo) para formar o
autofagossomo. A membrana externa do autofagossomo se funde com o lisossomo, e o
material interno é degradado no autolisossomo. Microautofagia: Pequenas porcdes de
citosol sdao diretamente “engolidas” por invaginagdo da membrana lisossomal ou do
endossomo tardio. Autofagia mediada por chaperonas (CMA): Proteinas substrato sio
reconhecidas pela proteina chaperona citosdlica Hsc70 e cochaperonas. A seguir, elas sao
translocadas para o limen lisossomal apds ligacdo com a proteina transmembrana Lamp-
2A, que atua como um receptor lisossomal. Nos trés tipos de autofagia, os produtos de
degradacdo resultantes podem ser usados para diferentes propdsitos, como, por exemplo,
para sintese de proteinas e producdo de energia (Adaptado de Mizushima & Komatsu,
2011).
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Figura 9. Autofagia seletiva e ndo-seletiva. (A) Apés a privacio de nutrientes, a autofagia
degrada componentes citosélicos nao-seletivamente liberando produtos como o0s
aminodcidos. Defeitos nesse processo causam insuficiéncia de aminodcidos, o que
prejudica a sintese protéica e a producado de energia necessdria para a sobrevivéncia celular.
Além disso, a autofagia ocorre constitutivamente em baixos niveis mesmo em condi¢des
nutricionais favoraveis, o que permite a renovacdo de material citosélico. (B) A proteina
p62, que se liga a proteina LC3, é um substrato especifico para a autofagia. Defeitos no
processo autofdgico ou insuficiéncia em autofagia sio normalmente acompanhados de
acumulo de p62. Este acimulo aumenta o funcionamento da p62 como um suporte para
proteinas em vdrias vias de sinalizacdo, como a via do NF-«kB, apoptose e ativacdo de Nrf2.
p62 tem um dominio UBA, através do qual ele pode mediar o sequestro de proteinas
ubiquitinadas em autofagossomos. (C) Em resposta a perda de potencial de membrana, a
proteina Parkin ubiquitina proteinas da membrana mitocondrial externa, o que induz
mitofagia a fim de degradar a mitocondria danificada. O envolvimento de p62 como
proteina adaptadora é controverso. (D) Bactérias invasoras sdo ubiquitinadas no citosol e
receptores autofagicos como p62, NDP52 e optineurina medeiam o sequestro autofagico
dos microrganismos a fim de restringir seu crescimento (Adaptado de Mizushima &
Komatsu, 2011).

30



1.7. RNA de interferéncia como estratégia para inibir a progressdo do cdincer

O RNA de interferéncia (RNAi) consiste de um mecanismo conservado de
silenciamento génico pds-transcricional em que pequenos RNAs dupla-fita (dsRNAs), com
aproximadamente 22 pares de bases, suprimem a expressdo de genes com sequéncias
parcialmente complementares (Revisado por Petrocca & Lieberman, 2011). Desde a
descoberta do RNAIi existe um interesse crescente no uso deste mecanismo em aplica¢des
clinicas (Revisado por Pecot et al., 2011), uma vez que a maquinaria de RNAi, encontrada
em todas as células, pode ser usada para o silenciamento génico com alto grau de
especificidade. O RNAi tem demonstrado grande potencial para uso como terapia do
cancer, e a compreensdo de seus mecanismos tem levado ao desenvolvimento de novas
abordagens terapé€uticas atualmente em fase inicial de testes clinicos (Revisado por Phalon
et al., 2010).

O mecanismo pelo qual dsRNAs inibem a conversio de RNAs mensageiros
(RNAm) em proteinas tem sido extensivamente estudado. Resumidamente, dsSRNAs sao
reconhecidos no citoplasma pela ribonuclease Dicer e clivados em pequenos fragmentos
contendo 21-23 pares de base. O dsRNA tem uma sequéncia que forma uma fita “sense”
(passageira) e outra fita “antisense” (guia) em relacio ao RNAm alvo. Apés clivagem pela
Dicer o dsRNA resultante se liga a um complexo protéico chamado “complexo de
silenciamento induzido por RNA” (RISC), onde a fita passageira do dsRNA ¢ clivada e
descartada, enquanto a fita guia € direcionada para a regido 3’ nao traduzida (UTR) do
RNAm alvo (Figura 10). Quando um dsRNA exégeno, também conhecido como siRNA, é
introduzido na célula, seu pareamento completo com o RNAm alvo ativa uma RNase

presente no complexo RISC, a Argonauta 2 (AGO2), que degrada o RNAm alvo impedindo
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sua traducdo. Além disso, as células apresentam dsRNAs enddgenos, os microRNAs, que
sdo pré-processados no nucleo por acdo da ribonuclease Drosha antes de serem
encaminhados para o citoplasma. Devido ao pareamento incompleto com 3’UTRs, os
microRNAs em alguns casos ndo levam a clivagem do RNAm alvo, e sim a repressdo de
sua traducao (Revisado por Pecot et al., 2011).

Cerca de 1.000 microRNAs humanos distintos ja sdo conhecidos, e estima-se que
estes regulem a expressdo de mais de 50% dos genes humanos (Friedman et al., 2009). Um
tnico microRNA pode regular multiplos genes-alvo, indicando que cada microRNA deva
regular maltiplas vias de sinalizacdo e participar de uma variedade de processos
fisiologicos e patoldgicos (Revisado por Tie & Fan, 2011). O perfil de expressdo de
microRNAs tem se mostrado alterado em muitos tipos de canceres humanos e ambos,
microRNAs supressores de tumor e oncogénicos, tém sido identificados (Dahiya et al.,
2008; Lodygin et al., 2008). Existem evidéncias crescentes de que o perfil de microRNAs
deva ser a forma mais precisa de identificar a origem da célula tumoral, bem como o
subtipo tumoral, progndstico, e resposta a intervencoes terapéuticas (Revisado por Petrocca
& Lieberman, 2011).

Com a continua descoberta do papel de microRNAs na tumorigénese e
desenvolvimento tumoral, pesquisadores tem explorado o uso de microRNAs na terapéutica
de tumores. Uma vez que um tnico microRNA pode regular simultaneamente multiplos
genes e numerosas vias de sinalizacdo associadas com o crescimento tumoral, proliferacao,
metastase, resisténcia a drogas e outros fenétipos malignos, o uso de microRNAs deve
fornecer vantagens para o tratamento de tumores que envolvem alteracdes em multiplos
genes (Revisado por Tie & Fan, 2011). Por exemplo, miR-31 regula simultaneamente cinco

proteinas envolvidas com a metédstase de células de cancer de mama: RhoA, RDX, MMP16,
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Fzd3 e ITGAS; e a superexpressdo exdgena de miR-31 foi capaz de suprimir a metéstase

das células de cancer de mama, tanto in vitro quanto in vivo (Valastyan et al., 2009;

Valastyan et al., 2010; Valastyan & Weinberg, 2010).
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Figura 10. Mecanismo de RNAi. Ap6s a introdu¢do de um dsRNA exdégeno na célula
(siRNA), este deve inicialmente escapar do endosomo. Apds o escape endosomal, o siRNA
€ incorporado ao complexo RISC. No caso de um dsRNA endégeno (microRNA), apds seu
pré-processamento no nucleo por agdo da ribonuclease Drosha, este € encaminhado para o
citoplasma, onde sofre novo processamento por acdo da RNase Dicer e € a seguir
incorporado ao complexo RISC. No complexo RISC a fita passageira (sense) do dsRNA ¢é
degradada enquanto a fita guia (antisense) ¢ direcionada a regido 3’UTR do RNAm alvo. O
silenciamento génico induzido por siRNA ocorre através de clivagem do RNAm alvo. Ja o
silenciamento induzido por microRNA ocorre, geralmente, por repressao traducional do

RNAm alvo (Adaptado de Pecot et al., 2011).
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1.8. p53 e miR-34a constituem uma importante via supressora de tumor

A proteina p53 tem se tornado um importante foco de pesquisas na drea do cancer
desde a descoberta de que a maioria dos tumores humanos exibe mutag¢des inativadoras ou
regulagdo alterada dessa proteina (Hainaut et al., 1998; Momand et al., 1998). Investiga¢des
intensivas a respeito das fung¢des de pS3 tem deixado claro o porqué desta proteina ser tao
importante para a protecdo contra o cancer. pS3 € uma proteina com importante atividade
supressora de tumor, que medeia a resposta celular a varios tipos de estresses através da
ativacdo de diferentes efetores “downstream”, dependendo do tipo celular e da natureza do
estresse envolvidos. Sua atividade supressora de tumor € exercida principalmente através da
regulacdo da transcricdo de genes envolvidos no controle da proliferagdo celular e apoptose
(Laptenko & Prives, 2006).

pS53 € expressa ubiquamente como uma proteina inativa tendo tempo de meia-vida
bastante curto (20-30 minutos), e estd presente em baixos niveis em células ndo-estressadas.
A manuten¢do de baixos niveis de pS3 é possibilitada pela atividade da ubiquitina ligase
MDM?2, que degrada p53 rapidamente. Entretanto, vdrias condi¢des podem levar ao
bloqueio da degradacdo induzida por MDM2 e, consequentemente, a um rdapido aumento
nos niveis celulares de p53 e a sua ativacdo, que incluem: 1) danos diretos ao DNA; 2)
danos a componentes envolvidos com o manejo do material genético (como o fuso
mitético); 3) hipéxia; 4) ativacdo de oncogenes; 5) deplecdo de ribonucleotideos e 6)
exposi¢do ao 6xido nitrico. Uma vez ativado, p53 regula positivamente ou negativamente a
transcricdo de mais de 150 genes envolvidos em processos celulares diversos (Revisado por

Efeyan & Serrano, 2007; Revisado por Fuster et al., 2007).
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O “dano ao DNA” foi o primeiro tipo de estresse associado a ativacao de p53 e, por
este motivo, p53 ficou conhecido como “guardido do genoma” (Lane, 1992). Na busca por
caracterizar as rotas de sinalizacdo que conectam danos ao DNA com p53, foi identificada
uma cascata de serina/treonina quinases que incluem ATM, ATR, CHKI1 e CHK2,
responsaveis pela fosforilacdo e ativacdo de p53 (Figura 11(A)). Esta cascata de
sinalizacdo € permanentemente ativada em canceres humanos, o que sugere que o estado
canceroso estd intrinsecamente associado com a geracdo de danos ao DNA. Além desta
bem estabelecida cascata de quinases, outras vias de sinalizacdo podem participar da
ativacdo de p53 apds danos ao DNA, entre elas as vias da p38 MAPK, JNK e c-Abl
(Revisado por Efeyan & Serrano, 2007).

A ativacdo de p53 por sinalizacdo oncogénica também tem ganhado bastante
atencdo de pesquisadores, visto que, assim como os danos ao DNA, estd universalmente
presente no cancer. A sinalizacdo oncogénica ativa p53 através de ARF (Figura 11(A))
que, por sua vez, interage com MDM2 inibindo sua atividade p53-ubiquitina ligase. Desta
maneira, a estabilizacdo de p53 dependente de ARF resulta em dramdtico aumento da
atividade de p53 (Revisado por Efeyan & Serrano, 2007).

Em 2007, diversos estudos demonstraram que microRNAs membros da familia
miR-34 sdo alvos diretos de p53, e que a superexpressdo dos mesmos € capaz de induzir
apoptose e parada do ciclo celular (Revisado por Hermeking, 2010). Entre os alvos
moleculares mais conhecidos de miR-34 estio CDK4, CDK6, Ciclina E2, E2F3 e Bcl-2
(Figura 11(A)). Entretanto, andlises de microarranjos apds a introducao ectépica de miR-
34 em diversas linhagens celulares tem revelado centenas de alvos downregulados por miR-
34 (Revisado por Hermeking, 2010). Em mamiferos, a familia miR-34 compreende trés

microRNAs (Figura 11(B)) que sdo codificados por dois genes distintos: miR-34a que é
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codificado por seu proprio transcrito, € miR-34b/c que compartilham um transcrito primario
comum (Revisado por Hermeking, 2010). A alta similaridade entre os trés membros da
familia miR-34 sugere que eles tenham os mesmos alvos. De fato, uma andlise de expressao
ap6s a transfeccdao separada de miR-34a, miR-34b e miR-34c mostrou que os RNAs
mensageiros afetados foram praticamente idénticos (He et al., 2007(c)). Entretanto, devem
existir diferengas nas afinidades dos trés membros de miR-34 pelos seus alvos, uma vez
que o pareamento perfeito s6 € possivel entre determinados tipos de miR-34 e a 3’UTR.
Um exemplo é c-myc, que parece ser regulado principalmente por miR-34b/c,
presumivelmente devido sua maior complementariedade com c-myc 3’UTR comparado
com miR-34a. Além disso, em camundongos foi mostrado que miR-34a € expresso
ubiquamente sendo sua maior expressao no cérebro, enquanto que miR-34b/c é expresso
principalmente no tecido pulmonar. Além disso, essas andlises mostraram que miR-34a é,
quase sempre, expresso em niveis mais elevados que miR-34b/c, com excessdao do pulméo
onde miR-34b/c ¢ dominantemente expresso. Sendo assim, esses dados sugerem que o0s
dois genes miR-34 possam ter fun¢des tecido-especificas (Revisado por Hermeking, 2010).
Visto que miR-34a induz mecanismos de supressdao tumoral, como interrup¢ao do
ciclo celular, senescéncia e apoptose, a inativacdo permanente deste microRNA poderia
trazer vantagens seletivas para células tumorais. De fato, diversos mecanismos
fundamentais para a progressdo tumoral tem sido associados a reduc¢do nos niveis de
expressdo de miR-34 em células cancerosas. Além da redug¢do na expressdo de miR-34
devido mutacdes que inativam p53, os proprios genes que codificam miR-34 podem ser
alvos de mutacdes ou inativagdes epigenéticas no cancer (Revisado por Hermeking, 2010).
Evidéncias experimentais t€m mostrado que a expressao de miR-34a apresenta-se

reduzida ou até mesmo ausente em diversos tipos de canceres, como em linhagens celulares
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de carcinoma de mama, pulmio, célon, rim, pancreas, bem como em linhagens de
melanoma. Esse fato parece estar realmente envolvido com a proliferacdo e sobrevivéncia
dessas células tumorais uma vez que a expressao ectopica de miR-34a em algumas dessas
linhagens foi capaz de bloquear o ciclo celular e induzir senescéncia (Lodygin et al., 2008).
Recentemente, o uso terapéutico de miR-34a sintético foi testado por Martino e
colaboradores, que demonstraram efeitos positivos contra o mieloma mdltiplo (Di Martino

etal., 2012).
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Figura 11. Modelo da rede p53/miR-34 na regulacdo da proliferacdo e morte celular. (A)
miR-34, um alvo transcricional direto de p53, reduz a expressao de genes requeridos para a
proliferagdo e sobrevivéncia. Juntamente com outros alvos de p53, como p21 e Bax, os
microRNAs da familia miR-34 promovem parada do ciclo celular e morte celular em
resposta a estresses relacionados ao cancer (Adaptado de He et al., 2007(b)). (B) Familia
miR-34: Sequéncias maduras dos microRNAs miR-34a, miR-34b e miR-34c (Fonte:
www.mirbase.org).
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1.9. Justificativa do trabalho

O melanoma € um tipo de cancer de cariter altamente agressivo e invasivo, ou seja, o
tempo existente entre o seu surgimento, progressdo e disseminacdo para 6rgaos distantes é
bastante curto, o que dificulta a sua deteccdo e tratamento precoce. A auséncia de
terapéutica eficaz contra o melanoma em estdgio avancado (metastdtico) faz com que essa
doenca seja extremamente letal, o que tem tornado a pesquisa basica nessa drea essencial a
fim de esclarecer os mecanismos moleculares associados a progressdo do melanoma. O
estudo desses mecanismos pode levar a descoberta de novos pontos-chave na sinalizagdao
celular passiveis de intervencdes moleculares, o que futuramente contribuiria para o
desenvolvimento de novos farmacos ou outras terapias mais eficazes contra o melanoma
metastatico.

Estudos que associam o papel de microRNAs no desenvolvimento de doengas humanas
sdo recentes. Uma vez que um tnico microRNA pode regular simultaneamente multiplos
genes e numerosas vias de sinaliza¢do associadas com o crescimento tumoral, proliferacao,
metdstase, resisténcia a drogas, além de outros fendtipos malignos, o uso de microRNAs
poderia fornecer vantagens para o tratamento de tumores que envolvem alteracdes em
multiplos genes (Revisado por Tie & Fan, 2011), como € o caso do melanoma. Dentre os
diversos microRNAs de interesse no cancer, miR-34a tem se destacado por sua intensa
atividade supressora de tumor. Em 2007, diversos estudos demonstraram que miR-34 é um
alvo transcricional direto de p53, e varios alvos moleculares antes atribuidos a p53 hoje sao
reconhecidos como alvos diretos de miR-34a. Como a descoberta de seu papel no cancer é
recente, as informagdes a respeito da rede de interacdes moleculares que estdo associadas a

sua atividade antitumoral ainda sdo escassas, o que justifica a pesquisa nessa area.
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Evidéncias experimentais ttm mostrado que a expressao de miR-34a apresenta-se
reduzida ou até mesmo ausente em diversos tipos de canceres, como o de mama, pulmao,
cOlon, rim, bexiga, linhagens de carcinoma pancredtico, carcinoma primdrio de proéstata,
além de linhagens celulares de melanoma e melanoma primdrio (Lodygin et al., 2008).
Entretanto, existem poucas informacdes disponiveis na literatura cientifica a respeito do
papel de miR-34a na tumorigénese e progressio do melanoma. Além disso, estudos que
mostrem alteracdes moleculares e vias de transducdo de sinais induzidas por miR-34a em
melanomas, sdo particularmente escassos. Sendo assim, o principal objetivo do presente
trabalho foi investigar o papel de miR-34a sobre redes de sinaliza¢do celular sabidamente
envolvidas com o estabelecimento e progressdo do melanoma, como as vias da p53,
PI3K/AKT, MAPK/ERK1/2 e B-catenina. Dessa forma, pretendemos contribuir para a
producdo de conhecimento relevante a respeito dos mecanismos moleculares associados a
acdo antitumoral de miR-34a, o que poderd auxiliar pesquisas futuras para o

desenvolvimento de terapéuticas mais eficazes contra o0 melanoma metastatico.
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2. OBJETIVO

O principal objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da expressdo ectépica de
miR-34a sobre vias de sinalizacdo relacionadas com os mecanismos de sobrevivéncia,
proliferacdo e morte de células de melanoma metastitico humano da linhagem SK-mel-103,
a fim de propor seu potencial como inibidor da progressio do melanoma em estigio

avancado.

Para atingir este objetivo foram propostos os seguintes objetivos especificos:

e Analisar a expressdo de miR-34a em células SK-mel-103 transfectadas com o

mimico do miR-34a;

e Avaliar a viabilidade das células SK-mel-103 transfectadas com o mimico do

miR-34a;

e Avaliar o potencial de miR-34a como modulador da expressdo de proteinas
reguladoras do ciclo celular (CDK4, CDK6, E2F3, Ciclina E, pRb e p21) e do

processo apoptético (Bax, Bcl-2, caspase-3 e PARP-1);

e Avaliar o potencial de miR-34a como modulador da expressdao de proteinas e
vias de sinalizacdo-chaves envolvidas com a progressdo do melanoma, tais

como as vias da p53, PI3K/AKT, MAPK/ERK1/2 e -catenina;

e Avaliar os efeitos de miR-34a sobre o fluxo autofagico nas células de
melanoma, além de verificar a relacdo entre fluxo autofagico e viabilidade

celular;

42



e Avaliar a sensibilidade das células de melanoma ao tratamento com o0s
quimioterdpicos temozolomida, cisplatina e doxorrubicina, apds transfeccao

com miR-34a.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

O mimico do miR-34a e miR-controle negativo (miR-CTL) utilizado nos ensaios de
transfeccdo foi obtido da Applied Biosystems-Ambion (Foster City, CA, USA) (Cédigo:
AMI17100 e AM17121, respectivamente). Os dois siRNAs para TGF-2 utilizados foram
obtidos da Qiagen (Hilden, Germany) (Hs_TGFB2_1 - Sense strand: 5’-
GCGCUACAUCGACAGCAAATT-3’; Antisense strand: 5°-
UUUGCUGUCGAUGUAGCGCTG-3" - Coédigo: SI00049455. Hs_TGFB2_2 — Sense
strand: 5’-CCAAGAUUUAGAACCUCUATT-3’; Antisense strand: 5’-
UAGAGGUUCUAAAUCUUGGGA-3> — Cdédigo: SI00049462). Para a andlise da
expressdao do miR-34a por Real-Time PCR foram utilizados: miRNeasy Mini Kit da Qiagen
(Codigo: 217004) para a extragdo de RNA, TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit
(Codigo: 4366596) e reagentes para PCR da Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA) e Applied Biosystems, e primer para miR-34a e U6 da Applied Biosystems. Para a
realizacdo da técnica de western blotting foram utilizados anticorpos primdrios da Cell
Signaling (Beverly, MA, USA), Abcam (Cambridge, MA, USA), Upstate Biotechnology
(Lake Placid, NY, USA) e Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), e anticorpos
secundérios conjugados com HRP da Cell Signaling. Para as andlises de microscopia
confocal foram utilizados anticorpo primério e anticorpo secunddrio conjugado com Alexa-
Fluor®488 da Invitrogen Life Technologies. Hoechst usado para a marcacdo de niicleos nas
microscopias confocais foi obtido da Cell Signaling. Os reagentes utilizados para a
microscopia eletronica de transmissdo foram adquiridos da Electron Microscopy Sciences

(Hatfield, PA, USA) e Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). O quimioterdpico cis-
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dichlorodiammine platinum(II) (cisplatina) foi obtido da Sigma-Aldrich (Cédigo: P4394), o
quimioterapico cloridrato de doxorrubicina da Eurofarma e o quimioterdpico temozolomida
(3-Methyl-4-ox0-8-imidazolo[5,1-d][1,2,3,5]tetrazinecarboxamide) da Enzo Life Sciences
(Farmingdale, NY, USA) (Cat n°: 420-044-M100). Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2,5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT) foi obtido da Sigma-Aldrich (Cdédigo: M2128).
Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent (lipofectamina), usado como reagente de

transfeccdo, foi obtido da Invitrogen (Cédigo: 11668-019).

3.2. Cultura de células e caracterizacao das linhagens celulares

No presente trabalho, foram utilizadas as linhagens de melanoma metastitico
humano SK-mel-103, SK-mel-147 e SK-mel-28, gentilmente doadas pela Profa. Dra.
Silvya Stuchi Maria-Engler, docente do departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP — Sdo Paulo. O cultivo dessas trés linhagens
celulares foi realizado em meio DMEM contendo 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
sulfato de estreptomicina e suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB). As células
foram cultivadas em atmosfera umidificada, 5% CO, a 37°C, e as densidades celulares
utilizadas variaram de acordo com o tipo de experimento.

IMPORTANTE: As linhagens celulares SK-mel-147 e SK-mel-28 foram utilizadas
apenas em um dos experimentos, para andlise comparativa da expressdao de miR-34a entre
as diferentes linhagens de melanoma. Todos os demais experimentos do trabalho foram
realizados utilizando apenas a linhagem SK-mel-103.

Segundo dados obtidos através de comunicacdo pessoal com a Profa Dra. Silvya
Stuchi Maria-Engler, cada uma das linhagens de melanoma utilizadas apresentam

alteracdes genotipicas especificas de extrema importancia para o surgimento € progressao
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do melanoma. Dada a relevancia dessas alteracdes genéticas para as analises moleculares
realizadas no presente trabalho, as principais muta¢des presentes em cada linhagem celular

sdo apresentadas na tabela a seguir (Tabela 1):

Tabela 1. Caracterizagdo das linhagens celulares SK-mel-103, SK-mel-147 e SK-
mel-28 quanto a estrutura de genes essenciais para o surgimento e progressao do
melanoma.

Linhagem Celular BRAF (V599)

SK-mel-103 Normal Normal Q61R
SK-mel-147 Normal Normal Q61R
SK-mel-28 R273H Mutante Normal

Observacoes:

* R273H: Mutacdo que resulta na substitui¢do de um aminoécido na posi¢ao 273
da p53, de uma arginina (R) para uma histitida (H). Estd associada a perda da
atividade supressora de tumor da proteina p53.

* BRAF V599: Mutacdo conhecida atualmente como BRAF V600E, resulta da
substituicdo de um aminodcido na posi¢do 600 da B-Raf, de uma valina (V) para
um 4cido glutamico (E). Estd associada a ativacdo constitutiva da via
MAPK/ERK.

* Q61R: Mutagdo que resulta na substituicao de um aminodcido na posicdo 61 da
NRAS, de uma glutamina (Q) para uma arginina (R). Esta associada a ativacdo
constitutiva da proteina NRAS, e das vias MAPK/ERK e PI3K/AKT.

3.3. Transfeccoes: microRNA e siRNA

Para as transfec¢Oes em placas de 24 pocos, a densidade celular utilizada foi de 6 x
10* células/ml (volume de plaqueamento por poco: 1 mL). Visando manter os parametros
de transfeccdo constantes, para placa de 6 pocos a densidade celular utilizada foi
proporcional a utilizada para a placa de 24 pocgos, tendo como base de célculo a drea de
superficie de cada poco (pogo da placa 24 pocos: 2 cm?; poco da placa 6 pogos: 9.6 cm?).

Portanto, a densidade celular utilizada para a placa de 6 pocos foi de 14.4 x 10* células/ml
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(Volume de plaqueamento por pogo: 2 mL). Os plaqueamentos celulares foram realizados
sempre 24 horas antes das transfec¢oes.

As transfeccoes foram realizadas utilizando lipofectamina como reagente de
transfeccdo e 50 nM de microRNA (controle negativo ou miR-34a). Para os ensaios de
silenciamento do TGF-B2 foram utilizados dois siRNAs de sequéncia distintas (siRNA 1 e
2), sendo utilizado 50 nM de cada um dos siRNA concomitantemente. Para as transfecc¢oes
foi utilizado meio DMEM sem adi¢do de antibidticos, para evitar o efeito citotéxico
exercido pelos antibiticos em combinacdo com a lipofectamina, e sem SFB, para facilitar a
formacdo dos complexos de transfeccao (lipofectamina + siRNA ou microRNA). Este meio
de transfeccdo (sem SFB e antibiéticos) foi mantido por um periodo de 5 horas, apdés o qual
foi adicionado meio DMEM contendo antibiéticos e SFB (concentracdao final de SFB:
10%). O meio de cultura utilizado nas transfec¢des foi sempre trocado por meio fresco
(DMEM 10% SFB e antibidticos) apds 24 horas de transfec¢do, a fim de minimizar os

efeitos toxicos induzidos pela lipofectamina.

Delineamento dos grupos experimentais:

A) Ensaios com microRNA:

e Grupo Controle (CTL): Células SK-mel-103 nao submetidas a
intervencgdes experimentais.

¢ Grupo Controle LIPO (CTL LIPO): Células SK-mel-103 tratadas com
lipofectamina.

¢ Grupo microRNA controle negativo (miR-CTL): Células SK-mel-103

submetidas a transfeccdo com 50 nM de microRNA controle negativo.
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e Grupo microRNA-34a (miR-34a): Células SK-mel-103 submetidas a
transfeccdo com 50 nM de mimico do miR-34a.

OBSERVACAO: Em alguns experimentos foram utilizados apenas os grupos CTL LIPO e

miR-34a.

B) Ensaios com siRNA:

¢ Grupo Controle LIPO (CTL LIPO): Células SK-mel-103 tratadas com

lipofectamina.

e Grupo siRNA TGF-p2 (siTGF-B2): Células SK-mel-103 submetidas a

transfeccao com 50 nM de siRNA 1 e 50 nM de siRNA 2.

Protocolo de transfeccao:

Para placa de 24 pocos (volume utilizado por poco):

e Grupo Controle LIPO (CTL LIPO):

Pipete:
4)| 2 pL Lipofectamina + 98 pL meio DMEM (sem SFB e sem antibidticos) ‘

v

Misture gentilmente e aguarde 20 minutos |

y

Enquanto aguarda, lave as células com PBS e adicione 400 uL de meio
DMEM (sem SFB e sem antibioticos)

v
A seguir, adicione os 100 L da mistura (Lipofectamina + DMEM)
gotejando sobre o poco

L
Mexa delicadamente a placa de cultura e mantenha-a por 5 horas em
atmosfera umidificadaa 5% CO, e 37°C

L 4
Apos 5 horas adicione 500 pL de meio DMEM com 20% SFBe
antibidticos (Volume final ficarda 1 mL)
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¢ Grupos transfectados com microRNA (miR-CTL e miR-34a):

(

Pipete:

1.25 pL de miR ou siRNA (estoque 20 uM) + 48.75
UL meio DMEM (sem SFB e sem antibioticos)

¢
| <

2 pL Lipofectamina + 48 pL meio DMEM SFB
3 uL Lipofectamina UL meio (sem e

\/ sem antibidticos)
Misture gentilmente e
aguarde 5 minutos

v
Misture gentilmente e aguarde 20 minutos

y

Enquanto aguarda, lave as células com PBS e adicione 400 plL
de meio DMEM (sem SFB e sem antibidticos)

y

A seguir, adicione 0s 100 pL da mistura (mimico ou siRNA +
Lipofectamina + DMEM) gotejando sobre o poco

v

Mexa delicadamente a placa de cultura e mantenha-a por 5
horas em atmosfera umidificadaa 5% CO, e 37°C

N

Apds 5 horas adicione 500 L de meio DMEM com 20% SFBe
antibioticos (Volume final ficarda 1 mL)

Para placa de 6 pocos (volume utilizado por poco):

¢ Grupo Controle LIPO (CTL LIPO):

Pipete:

—)‘ 7 ulL Lipofectamina + 493 plL meio DMEM (sem SFB e sem antibidticos) ‘

Y

Misture gentilmente e aguarde 20 minutos |

y

Enguanto aguarda, lave as células com PBS e adicione 1mL de meio
DMEM (sem 5FB e sem antibioticos)

v

A seguir, adicione os 500 L da mistura (Lipofectamina + DMEM)

gotejando sobre o poco

b

Mexa delicadamente a placa de cultura e mantenha-a por 5 horasem
atmosfera umidificadaa 5% CO, e 37°C

h

Apds 5 horas adicione 1.5 mL de meio DMEM com 20% SFBe
antibiéticos (Volume final ficard 3 mL)
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e Grupos transfectados com microRNA ou siRNA (miR-CTL, miR-34a e

SITGF-B2):

Pipete:

3.75 pl de miR ou siRNA (estogue 20 uM) + 246.25
L meio DMEM (sem SFB e sem antibidticos)

; 7 ulL Lipofectamina + 243 uL r‘n_e'\o DMEM (sem SFB
esem antibioticos)

* b4

Misture gentilmente e Misture gentilmente e aguarde 20 minutos
aguarde 5 minutos

Enquanto aguarda, lave as células com PBS e adicione 1 mL
de meio DMEM (sem SFB e sem antibidticos)

y

A seguir, adicione 0s 500 ul da mistura (mimico ou siRNA +
Lipofectamina + DMEM) gotejando sobre o poco

b 4
Mexa delicadamente a placa de cultura e mantenha-a por 5
horas em atmosfera umidificadaa 5% CO, e 37°C

b
Ap0s5 horas adicione 1.5 mL de meio DMEM com 20% SFBe
antibidticos (Volume final ficara 3 mL)

OBSERVACAO: Os experimentos de silenciamento do TGF-B2 foram realizados em placa
de 6 pocos. 50 nM de cada um dos siRNAs (siRNA 1 e 2) foi utilizado por pogo, portanto:
3.75 pL de siRNAI e 3.75 pL de siRNA2 (do estoque 20 pM) em 242.5 pL de meio

DMEM (sem SFB e sem antibiéticos).

A eficiéncia de transfec¢cdo com o mimico do miR-34a foi analisada por real-time
PCR e Western Blotting de seus alvos moleculares mais caracteristicos (CDK4, CDKS6,
E2F3 e Bcl-2). A eficiéncia de silenciamento do TGF-$2 foi avaliada por Western Blotting

de alguns de seus alvos moleculares mais caracteristicos (AKT, ERK1/2, c-myc e MMP-2).
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3.4. Tratamento com os quimioterapicos cisplatina, doxorrubicina e temozolomida

Os quimioterapicos temozolomida (TMZ) e cisplatina, utilizados para as analise da
sensibilidade a farmacos, foram primeiramente diluidos em DMSO e ap6és em meio de
cultura, de modo que a concentragdo final de DMSO no meio de cultura fosse de 0.1%
(concentragcdo ndo toxica para as células SK-mel-103 de acordo com testes de
citotoxicidade realizados previamente aos tratamentos). O quimioterdpico doxorrubicina foi
diluido diretamente em meio de cultura. Testes preliminares de citotoxicidade com os
quimioterdpicos foram realizados para a determinacdo do ICsy e melhor tempo para
tratamento com as drogas. Tendo esses valores como base, as condi¢des para os
tratamentos apds a transfeccdo das células SK-mel-103 com o mimico do miR-34a foram
determinadas; Concentragdes de TMZ utilizadas: 0, 100, 200 e 300 uM; Concentragdes de
cisplatina utilizadas: 0, 10, 25 e 50 uM; Concentra¢des de doxorrubicina utilizadas: 0, 0.5,
2.5 e 5 uM; tempo de tratamento com os quimioterdpicos: 24 horas. Os tratamentos com 0s
quimioterdpicos foram realizados 24 horas apo6s a transfeccao das células SK-mel-103 com
o mimico do miR-34a. Apds 24 horas de tratamento com os quimioterdpicos a viabilidade

celular foi avaliada através do ensaio de reducdo do MTT.

3.5. Ensaio de viabilidade celular através da reducio do MTT

Terminado o periodo de tratamento com os quimioterdpicos (24 horas), o meio de
tratamento foi removido, os po¢os foram lavados com PBS e adicionados de meio sem soro
contendo o corante MTT (0.5 mg/mL). Apds incubagdo por 4 h a 37°C, o meio foi retirado
cuidadosamente e foi adicionado 1 mL/poco de etanol para solubilizacdo do formazan. As
placas foram, entdo, agitadas por 10 minutos e a absorbancia correspondente a cada poco

foi lida em leitor de placas (ELx 800 BIO-TEK) em A = 570 nm (Mosmann, 1983; Denizot
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& Lang, 1986). Os valores foram expressos como porcentagens de reducdo do MTT em

relacdo ao controle (% CTL).

3.6. Analise da expressao de proteinas por Western Blotting

Ap6s as transfeccdo com siRNA para TGF-f2, miR-CTL ou mimico do miR-34a
(realizadas em placas de 6 pogos), foi realizada a coleta das células com o auxilio de um
raspador de células (“cell scraper”). A seguir, as células foram transferidas para tubos do
tipo eppendorf, centrifugadas, lavadas com PBS (3X) e lisadas com tampdo de lise
apropriado contendo antiproteases. As amostras foram, entdo, homogeneizadas com
sonicador e mantidas em banho de gelo durante 2h, com agitacdes a cada 30 minutos, com
o objetivo de aumentar a efici€éncia da extracdo de proteinas. Apds centrifugacdo do extrato
celular a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C, o precipitado foi descartado e o contetido de
proteinas foi determinado por espectrofotometria através do método de Bradford, utilizando
kit comercial (Sigma) com Albumina como padrdo. Apds a dosagem de proteinas as
amostras foram acrescidas de tampao de amostra na propor¢ao 1:1 [Tris-HCI 100 mM (pH
6.8), DTT 200 mM, SDS 4%, azul de bromofenol 0.1 % e glicerol 20%]. A seguir, as
amostras foram fervidas por 5 minutos e aplicadas em gel de poliacrilamida (12%)
contendo SDS (SDS-PAGE). Apés a eletroforese, as proteinas foram transferidas para
membranas de PVDF (previamente ativadas com metanol) na presenca de 20% de metanol
e 0.02% de SDS durante 1h e 30 min em voltagem constante de 120 Volts. As membranas
foram bloqueadas com leite desnatado a 5% (no caso de proteinas totais) ou com BSA a 3%
(no caso de proteinas fosforiladas) preparado em tampao Tris contendo tween 20 a 0,05%
(TBST) e incubadas “overnight” com anticorpos primarios para: CDK4 (Cat. N°: #2906 —

Cell signaling), CDK6 (Cat. N°: #3136 — Cell signaling), E2F3 (Cat. N°: ab11843 —
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Abcam), Ciclina E (Cat. N°: #4129 — Cell signaling), Phospho-Rb (Ser’””) (Cat. N°: #9301
— Cell signaling), p21 (Cat. N°: #2947 — Cell signaling), Bax (Cat. N°: #2772 — Cell
signaling), Bcl-2 (Cat. N°: #2870 — Cell signaling), Caspase-3 (Cat. N°: #9665 — Cell
signaling), PARP-1 (cleaved p25) (Cat. N°: #04-576 — Upstate/Millipore), LC3B (Cat. N°:
#2775 — Cell signaling), p62/SQSTMI1 (Cat. N°: sc-28359 — Santa Cruz), PTEN (Cat. N°:
#9559 — Cell signaling), Phospho-PTEN (Ser’**/Thr’*¥**’) (Cat. N°: #9549 — Cell
signaling), PPla (Cat. N°: #2582 — Cell signaling), PP2A o e B (Cat. N°: ab32141 —
Abcam), PTP4A3 (Cat. N°: ab38673 — Abcam), SHP-2 (Cat. N°: #3752 — Cell signaling),
Acid Phosphatase (LMWPTP) (Cat. N°: ab26232 — Abcam), mTOR (Cat. N°: ab63480 —
Abcam), Phospho-mTOR (Ser****) (Cat. N° ab51044 — Abcam), Axl (Cat. N°: #4566 —
Cell signaling), AKT-1 (Cat. N°: #2938 — Cell signaling), Phospho-AKT (Thr’”®) (Cat. N°:
#4056 — Cell signaling), p42/44 MAPK (Erk1/2) (Cat. N°: #4695 — Cell signaling),
Phospho-p42/44 MAPK (Erk1/2) (Thr*®/Tyr*®) (Cat. N°: #4376 — Cell signaling), p-
catenina ativa (Cat. N°: #05-665 — Upstate), IRE-1a (Cat. N°: #3294 — Cell signaling),
HSP90 (Cat. N°: sc-69703 — Santa Cruz), HSP70 (Cat. N°: sc-32239 — Santa Cruz), HSP60
(Cat. N°: sc-271215 — Santa Cruz), HSP27 (Cat. N°: ab2790 — Abcam), TGF-B2 (Cat. N°:
ab113670 — Abcam), MMP-2 (Cat. N°: #4022 — Cell signaling), ROCK-1 (Cat. N°: #4035
— Cell signaling), c-myc (Cat. N°: #9402 — Cell signaling), UBC-3 (Cat. N°: #4997 — Cell
signaling), YB-1 (Cat. N°: #4202 — Cell signaling) e GAPDH (Cat. N°: #2128 — Cell
signaling), diluidos 1:1000. Em seguida, as membranas foram lavadas com TBST (3X de 5
min) e incubadas com anticorpo secundario especifico conjugado com peroxidase-HRP
(1:5000) por 1h e 30 min. Apds lavagem das membranas com TBS (3X de 5 min), as
bandas foram detectadas por quimiluminescéncia (ECL) utilizando ImageQuant LAS 4000

(GE Healthcare). A intensidade das bandas foi quantificada por densitometria usando
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Imagel software (NIH). Os valores resultantes foram corrigidos pelo valor obtido para o
controle interno (GAPDH) correspondente a cada banda. Cada experimento foi realizado
em triplicata, e as intensidades finais foram expressas relativamente ao controle LIPO (%

CTL LIPO) ou como unidades arbitrarias (u.a).

3.7. Analise do fluxo autofagico

Para a andlise do fluxo autofdgico, células SK-mel-103 foram transfectadas com
mimico do miR-34a e o inibidor autofigico cloroquina CLQ (50 uM) foi adicionado ao
meio de cultura 4 horas apds a transfeccdo. O meio de cultura contendo CLQ foi mantido
em contato com as células até o final do experimento. Apds 24 e 48 horas, amostras para
Western Blotting foram preparadas para a andlise da expressdo dos marcadores autofagicos

LC3B e p62.

3.8. Microscopia Confocal

Células SK-mel-103 foram plaqueadas 24 horas antes do experimento em laminulas
de vidro (12 mm de didmetro), inseridas no interior de placas de cultura de 24 pogos (1
laminula por poco). No dia seguinte, as células de melanoma foram transfectadas com
mimico do miR-34a, por 24 e 48 horas. Apds este periodo, as células foram lavadas com
PBS, fixadas por 20 minutos com paraformaldeido (PFA) 4% em PBS, tratadas com glicina
0.1 M em PBS por 20 minutos, permeabilizadas com triton X-100 0.2% por 2 minutos e
bloqueadas com solucdo de SFB 10% por 5 minutos. Subsequentemente, as células foram
incubadas com anticorpo primdrio rabbit polyclonal anti-p53 (1:200) por 1 hora a 37°C em
camara humidificada. O anticorpo primério foi previamente diluido em solugdo

bloqueadora. As células foram, entdo, lavadas 1 vez com PBS e bloqueadas por 1 minuto.
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Entdo, as células foram incubadas com anticorpo secundério fluorescente por 30 minutos a
37°C em camara humidificada. O anticorpo secundério Alexa-Fluor®488 foi diluido 1:1000
em solugdo bloqueadora. O nucleo das células foi marcado com Hoechst. Apds 3 lavagens
com PBS, as laminulas foram montadas em laminas de vidro, utilizando meio de montagem
da DAKO. As andlises foram feitas no Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de
Fotonica aplicada a Biologia Celular (INFABIC), na Universidade Estadual de Campinas —
UNICAMP, com o auxilio do Dr. Marcelo Bispo de Jesus. As amostras foram analisadas
usando um confocal Zeiss LSM 780-NLO em um microscépio Axio Observer Z.1 (Carl
Zeiss AG, Alemanha) equipado com lentes de imersdo 60X. As imagens foram adquiridas
sob airy-unity 1, garantindo a confocalidade. Foram adquiridos 1024 por 1024 pixels e os
arquivos foram salvos em formato préprio (Ism) sem perda de qualidade, sendo

posteriormente analisadas usando ImagelJ software (NIH).

3.9. Microscopia eletronica de transmissiao (MET)

Ap6s transfecgdo com 50 nM de mimico do miR-34a por 48 horas as células SK-mel-
103 foram coletadas e lavadas duas vezes com PBS 0.01 M, e fixadas com glutaraldeido
2.5% em tampao cacodilato de sédio 0,1 M a 4 °C. Apés a fixagdo as células foram lavadas
em tampao cacodilato 0.1 M pH 7.2, e pds-fixadas em uma solug@o contendo 1% tetroxido
de 6smio (OsOy), 0.8% ferrocianeto de potdssio por 1 h. Em seguida, foi realizado a
desidratacdo das amostras em gradiente crescente de acetona e incluidos em resina Epon®.
Em seguida, cortes ultrafinos foram obtidos em um ultramicrétomo e coletados em grades
de cobre com 200 mesh, as amostras foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de
chumbo e as imagens foram obtidas em microscépio eletronico de transmissao JEOL JM

1400. Todas as andlises de MET foram realizadas pela doutoranda Karin Juliane Rocha no
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Complexo de Central de Apoio a Pesquisa-UEM (COMCAP), com o suporte técnico do

Prof. Dr. Celso Vataru Nakamura.

3.10. Extracao de RNA

Para a extracdo de RNA, as células foram coletadas (linhagens SK-mel-103, SK-
mel-147 e SK-mel-28), centrifugadas, lavadas com PBS e novamente centrifugadas. O
pellet foi ressuspendido e homogeneizado em 700 uL de Qiazol Lysis Reagent (Qiagen) e
mantido a temperatura ambiente por 5 minutos. 200 pL de cloroférmio foram adicionados,
agitando vigorosamente o tubo por 15 segundos. Seguiu-se uma centrifugacdo a 12000g por
15 min a 4°C. A fase superior aquosa, que continha o RNA, foi transferida para um novo
tubo. A fim de precipitar o RNA, adicionou-se 500 pL de isopropanol. A amostra foi
mantida a temperatura ambiente por 10 min e entdo centrifugada a 12000g por 10 min a
4°C. O sobrenadante foi retirado e o pellet lavado com etanol 75% em H,O DEPC. Apés
uma centrifuga¢do a 7500g por 5 min a 4°C o etanol foi retirado e o tubo foi colocado,
aberto, por Smin na bancada para evaporacdo do remanescente. Em seguida o RNA foi

redissolvido em H,O DEPC e armazenado a -80°C.

3.11. Sintese de cDNA
Para a sintese de cDNA dos miRNAs foi utilizado o TagMan MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) de acordo com as instrugdes do fabricante e primer

especificos para miR-34a ou U6 (TagMan microRNA assays, Applied Biosystems).
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3.12. RT-PCR

A reacdo de qRT-PCR foi montada em placa de 96 pocos utilizando o TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), e incubada no StepOne Plus Real-Time
PCR System (Applied Biosystems) a 95°C por 10 min seguidos por 40 ciclos de 15s a 95°C
e 1 min a 60°C. A quantificacdo dos microRNAs foi feita através de TagMan microRNA
Assays (Applied Biosystems) que além do par de primers especificos para transcri¢ao
reversa e amplificacdo, contém uma sonda fluorescente, que contribui para sua precisdo. Os
dados de expressdo do miR-34a foram normalizados pelo valor da expressdo do pequeno
RNA U6, utilizado como controle endégeno. Os valores de fold change e desvio padrao

foram determinados através do método 244" (Livak & Schmittgen, 2001).

3.13. Analise estatistica dos resultados
Os resultados foram expressos como média + erro padrio da média (EPM). As
analises estatisticas foram realizada utilizando teste “t” de Student ou ANOVA. Post test

Tukey foi empregado quando necessario. Foi adotado o nivel de significancia P < 0.05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise comparativa da expressdo de miR-34a entre as linhagens celulares de melanoma

metastdtico humano SK-mel-103, SK-mel-147 e SK-mel-28

Diversos estudos tém mostrado que a expressio de miR-34a, um importante
microRNA supressor de tumor, apresenta-se reduzida ou até mesmo ausente em linhagens
celulares de melanoma e em pacientes diagnosticados com melanoma cutaneo (Lodygin et
al., 2008; Molnar et al., 2008; Caramuta et al., 2010).

Como ainda ndo tinhamos informacdes a respeito da expressdo de miR-34a nas trés
linhagens de melanoma metastitico humano (SK-mel-103, SK-mel-147 e SK-mel-28)
optamos por, antes de dar inicio as transfec¢cdes com o mimico do miR-34a, realizar uma
andlise comparativa da expressdao deste microRNA nas 3 linhagens. Como podemos ver na
Figura 12, a linhagem SK-mel-103 apresentou a menor expressdo de miR-34a entre as 3
linhagens de melanoma, sendo a expressdo deste microRNA cerca de 20 vezes maior para a
linhagem SK-mel-147 e 50 vezes maior para a linhagem SK-mel-28.

Levando em considera¢do as mutagdes presentes nas trés linhagens de melanoma
(apresentadas anteriormente na Tabela 1), ndo esperdvamos encontrar uma maior
expressao de miR-34a na linhagem SK-mel-28. A Figura 13 representa um esquema
simplificado da associacdo entre as mutacdes presentes em cada linhagem celular e a
expressdo de miR-34a. Como podemos ver nessa figura, a ativagdo constitutiva da via
MAPK/ERK devido a presenca de BRAF mutada na linhagem SK-mel-28 poderia estar
associada a reducdo na expressdo de miR-34a, efeito que ainda poderia ser intensificado

nessa linhagem celular pela perda de funcdo da proteina pS3 (mutacgdo p5S3 — R273H). Essa
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conclusdo € possivel por dois motivos: 1) pS3 estimula a expressdao de miR-34a (He et al.
2007(a); He et al., 2007(b); Hermeking, 2010), portanto a perda de p53 funcional na
linhagem SK-mel-28 contribuiria para a redu¢do na expressiao de miR-34a; 2) A via
MAPK/ERK tem sido associada a inibi¢do da expressdo de miR-34a (Couts et al., 2013),
portanto o aumento na funcionalidade desta via na linhagem SK-mel-28 também deveria
contribuir para a redu¢@o na expressao de miR-34a. Entretanto, sendo a expressdo de miR-
34a maior na linhagem SK-mel-28 do que nas outras duas linhagens celulares, é possivel
supor que outro mecanismo, nao relacionado com as mutagdes em NRAS, BRAF e p53, seja
determinante para a expressdo de miR-34a em melanomas. Diversos estudos tem apontado
para a metilacio em CpG da regido promotora do gene miR-34 como o principal
mecanismo responsavel pela reducido na expressdao deste microRNA em tumores (Lodygin
ett al., 2008; Chim et al., 2011; Kubo et al., 2011; Vogt et al., 2011; Chen et al., 2012;
Tanaka et al., 2012; Siemens et al., 2013). A presenca desse mesmo mecanismo epigenético
ja foi demonstrada em linhagens celulares de melanoma (Lodygin et al., 2008). Sendo
assim, € possivel supor que a metilacio da regido promotora do gene miR-34 esteja
envolvida com a menor expressdo desse microRNA nas linhagens celulares SK-mel-103 e
SK-mel-147, comparado a linhagem SK-mel-28.

Baseando-nos no resultado apresentado na Figura 12, escolhemos a linhagem SK-
mel-103 como modelo para avaliar a influéncia do miR-34a em vérios aspectos da biologia
do melanoma. Devido a presenca de niveis bastante reduzidos de miR-34a na linhagem SK-
mel-103, acreditamos que a expressdo ectopica deste microRNA nesta linhagem poderia

nos fornecer respostas celulares mais vigorosas.
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Figura 12. Andlise comparativa da expressdo de miR-34a entre as linhagens celulares
de melanoma metastdtico humano SK-mel-103, SK-mel-147 e SK-mel-28. A expressao
de miR-34a para as diferentes linhagens celulares é apresentada em fun¢do da expressao
obtida para a SK-mel-103 (quantidade relativa — q.r). U6 foi utilizado como controle
interno.
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Figura 13. Associacdo entre as principais mutacoes presentes nas linhagens celulares
SK-mel-103, SK-mel-147 e SK-mel-28 e a expressdo de miR-34a. As linhagens SK-
mel-103, SK-mel-147 apresentam o gene NRAS mutado (Q61R), o que € responsavel
pela ativacdo constitutiva da proteina NRAS e ativagdo das vias PI3K/AKT e
MAPK/ERK. A ativacdo da via MAPK/ERK tem sido associada a redugdo na expressao
de miR-34a. Ja a linhagem SK-mel-28 apresenta mutacdes nos genes BRAF (V600E),
associada a ativacdo constitutiva da via MAPK/ERK, e p53 (R273H). Ambas as
mutagcdes poderiam contribuir para a reducdo na expressao de miR-34a nessa linhagem
celular.
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Andlise da eficiéncia de transfeccdo de células SK-mel-103 com o mimico do miR-34a

A concentracdo de mimico do miR-34a usada nos primeiros testes de transfeccio foi
de 50 nM. A escolha dessa concentracio foi feita com base em dado da literatura onde o
mimico foi utilizado na transfec¢do de linhagens de melanoma (Yan et al., 2009) e também
com base nas instrugdes do fabricante. As transfecgdes foram realizadas utilizando o
reagente de transfeccdo lipofectamina (Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent -
Invitrogen), de acordo com instru¢des do fabricante adaptadas para a linhagem SK-mel-103
(protocolo descrito em detalhes na se¢do “Materiais ¢ Métodos”). A transfeccdo inicial
nessas condicdes foi bastante eficiente, pois foi capaz de aumentar em cerca de 10300
vezes os niveis de miR-34a nas células SK-mel-103, apds 24 horas de transfec¢do (Figura
14A). Apds 48 horas de transfeccdo os niveis de miR-34a foram reduzidos para cerca de
165 vezes em relacdo aos niveis do grupo CTL LIPO (Figura 14A). Com 72 horas de
transfeccdo os niveis de miR-34a mantiveram-se praticamente constantes, cerca de 158
vezes a expressao exibida pelo grupo CTL LIPO (Figura 14A).

A elevada eficiéncia de transfec¢do com o mimico do miR-34a foi corroborada pelo
silenciamento de suas proteinas-alvo, como exemplo as proteinas do ciclo celular CDK4 e
CDKG6 (Figura 14B), ap6s 48 horas de transfec¢do. A transfec¢do de células SK-mel-103
com o dobro da concentracdo de mimico do miR-34a (100 nM) ndo induziu silenciamento
adicional de suas proteinas-alvo CDK4 e CDK6 (Figura 14B). Sendo assim, a
concentracdo de 50 nM de mimico do miR-34a foi mantida para os experimentos de

transfeccao subsequentes.
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Figura 14. Expressdo de miR-34a e algumas de suas proteinas-alvo apos transfecgdo
de células SK-mel-103 com mimico do miR-34a. (A) Anélise da expressdo de miR-34a
apos transfecgdo de células SK-mel-103 com 50 nM de mimico do miR-34a, durante 24,
48 e 72 horas (Real-Time PCR). A expressdo de miR-34a é apresentada em funcdo da
expressdo obtida para o grupo CTL LIPO (quantidade relativa — q.r). U6 foi utilizado
como controle interno. (B) Andlise da expressdo das proteinas CDK4 e CDK6 apds
transfeccdo de células SK-mel-103 com 50 nM ou 100 nM de mimico do miR-34a por
48 horas (Western Blotting). GAPDH foi utilizado como controle interno (n = 3
experimentos distintos).

miR-34a reduz a viabilidade das células de melanoma

A expressdo ectopica de miR-34a induziu uma continua diminui¢do, de forma
tempo-dependente, na viabilidade das células de melanoma. Células SK-mel-103
transfectadas com miR-34a por 24 h, 48 h, 72 h e 96 h exibiram taxas de viabilidade celular
de 87 %, 77 %, 48 % e 35 %, respectivamente, comparada com o grupo CTL LIPO (Figura
15). Ambos os grupos controle (CTL LIPO e miR-CTL) tiveram suas taxas de viabilidade
celular reduzidas, efeito provavelmente atribuido a toxicidade do reagente de transfeccao

utilizado (lipofectamina). Entretanto, em ambos os grupos controle a porcentagem de
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viabilidade celular foi completamente recuperada apds 96 horas de transfeccgdo.
Subsequentemente, investigamos os mecanismos associados a redu¢@o na viabilidade das

células de melanoma induzida por miR-34a.
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Figura 15. Anadlise da viabilidade de células SK-mel-103 apos transfeccdo com mimico
do miR-34a. Células SK-mel-103 foram transfectadas com 50 nM de miR-CTL ou
mimico do miR-34a e a porcentagem de viabilidade celular foi verificada pelo ensaio de
reducdo do MTT 24, 48, 72 e 96 horas ap0s as transfec¢oes. O resultado € apresentado
como porcentagem do grupo controle (% CTL) (n = 3, P < 0.05). Valores sdo média +
EPM. * Diferenga significativa vs CTL; b Diferenca significativa vs CTL LIPO; °
Diferenca significativa vs miR-CTL. ANOVA seguido de post test Tukey.

miR-34a reduz a expressdo de proteinas associadas a progressdo do ciclo celular em

células de melanoma

Células de melanoma transfectadas com o miR-34a apresentaram reducdo da
expressdo das quinases dependentes de ciclinas CDK4 e CDK®6, e do fator de transcri¢iao
E2F3, reguladores chaves da progressio do ciclo celular (Figura 16A e 16B). Essas
proteinas estdo entre os alvos validados mais caracteristicos de miR-34a (Revisado por He

et al., 2007(a); Revisado por He et al., 2007(b); Revisado por He et al., 2007(c)). Revisado
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por Hermeking, 2010). Entre elas, a expressdo da CDK6 foi quase completamente inibida
(Figura 16A e 16B). Além disso, foi observado diminui¢do nos niveis de fosforilagdo da
proteina retinoblastoma (Rb) e aumento na expressao da proteina p21 (Figura 16A e 16B).
Esperdvamos observar reducdo na expressao de Ciclina E, outro alvo bem caracterizado de
miR-34a. Entretanto, seu nivel de expressdo nao foi alterado significativamente, o que pode
estar relacionado ao fato de que o alvo validado para miR-34a na verdade € a isoforma
especifica Ciclina E2 (Revisado por He et al., 2007(a); Revisado por He et al., 2007(b);
Revisado por He et al., 2007(c)).

A reduc¢do na viabilidade das células de melanoma apds expressao ectdpica de miR-
34a deve estar, pelo menos em parte, relacionada com um declinio da taxa proliferativa
dessas células devido a diminui¢do na expressdo da CDK4, CDK6 e E2F3, proteinas que
induzem a progressao do ciclo celular. Além disso, a redug@o nos niveis de fosforilacio em
Ser’” da proteina Rb, que age como modulador de fatores de transcricdo E2F, certamente
teve papel determinante na parada do ciclo celular nessas células. Durante a fase G1 do
ciclo celular, um complexo ativo constituido por CDK4/6 e Ciclina D € responsdvel pela
fosforilagdo da Rb, o que promove o rompimento do complexo repressor formado entre a
proteina Rb e o fator de transcri¢do E2F (Sherr & Roberts, 1999). Esse rompimento libera o
fator de transcricao E2F, que passa a estimular a expressao de genes-chave para o processo
de sintese de DNA durante a fase S, permitindo a progressdo do ciclo celular em G1 / S
(Lukas et al., 1996; Guo et al., 2005). Sendo assim, a reducdo observada nos niveis de
fosforilagdo da Rb provavelmente se deu por agdo indireta de miR-34a via silenciamento de
seus alvos CDK4 e CDK6, ambas proteinas responsaveis pela fosforilagdo da Rb. O
aumento na expressao da p21, um importante inibidor de CDKSs responsavel pela parada do

ciclo celular na fase G1, também deve ter contribuido para a reducio na taxa proliferativa
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das células de melanoma transfectadas com miR-34a. Esse resultado esta em acordo com
estudo prévio que mostrou um aumento da expressdao de p21 apds expressdo ectdpica de

miR-34a em células de carcinoma coloretal HCT116 (Yamakuchi & Lowenstein, 2009).
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Figura 16. Expressdo de proteinas reguladoras do ciclo celular apos transfeccdo de
células SK-mel-103 com mimico do miR-34a. Células SK-mel-103 foram transfectadas
com 50 nM de mimico do miR-34a e amostras para Western Blotting foram coletadas 48
horas apds a transfec¢do. Células controle foram tratadas com a mesma quantidade de
lipofectamina utilizada para as transfeccdes. (A) Imagens dos blottings para as proteinas
CDK4, CDK®6, Ciclina E, E2F3, p-Rb (Ser’”) e p21. A proteina GAPDH foi utilizada
como controle interno. (B) Andlise densitométrica dos blottings. O resultado é apresentado
como porcentagem do grupo controle LIPO (% CTL LIPO) (n = 3 experimentos distintos,
P < 0.05). Valores sao médias + EPM. * diferenca significativa vs CTL LIPO. Teste “t” de
Student.
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miR-34a aumenta a expressdo de marcadores apoptoticos em células de melanoma

Além de atuar como inibidor da progressdao do ciclo celular, miR-34a ainda age
como supressor de tumor através de inducdo da apoptose (Chang et al., 2007; Raver-
Shapira et al., 2007; Tarasov et al., 2007; Welch et al., 2007; Revisado por Hermeking,
2010). Um dos principais alvos moleculares ja validados de miR-34a, envolvido com o
processo apoptético, € a proteina antiapoptética Bel-2 (Revisado por (Revisado por He et
al., 2007(a); Revisado por He et al., 2007(b); Revisado por He et al., 2007(c); Revisado por
Hermeking, 2010). Inesperadamente, a transfecgdo com 50 nM de miR-34a ndo promoveu
o silenciamento da proteina Bcl-2 nas células SK-mel-103 (Figura 17A). Nem mesmo o
aumento da concentra¢do de miR-34a para 100 nM foi capaz de reduzir a expressdo da Bcl-
2 (Figura 17B). No presente estudo, 0 mecanismo exato relacionado com esta inalteracdo
na expressao da Bcl-2 ndo foi investigado. Porém, sabendo que miR-34a é capaz de parear
apenas com a por¢do 3’UTR de um mRNA-alvo com sequéncia normal, é possivel supor
que a linhagem SK-mel-103 apresente alguma mutacdo no gene da Bcl-2. O gene da Bcl-2
mutado produziria um mRNA com estrutura alterada, com o qual miR-34a seria incapaz de
parear e promover o silenciamento. Para confirmar esta hipétese, seria necessdrio analisar a
estrutura do gene da Bcl-2 na linhagem SK-mel-103, a fim de saber se sua estrutura €
normal ou se apresenta algum tipo de mutacdo que impossibilita seu silenciamento por
miR-34a. Apesar da expressdo da Bcl-2 permanecer inalterada apds transfec¢cao das células
SK-mel-103 com miR-34a, a expressdo de seu parceiro pré-apoptético Bax foi aumentada
consideravelmente (Figura 17A).

A ocorréncia da apoptose € criticamente favorecida pelo processo de

permeabilizacio da membrana mitocondrial, o qual permite a liberacdo de proteinas
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indutoras de apoptose presentes no espago intermembrana da mitocondria. A formagdo de
poros na membrana mitocondrial externa € finamente controlada por um balanco entre
membros anti e pré-apoptéticos da familia Bcl-2, como as proteinas Bcl-2 (anti-apoptética)
e Bax (pré-apoptética). Em resposta a estimulos apoptéticos Bax, uma proteina citosélica,
sofre alteragdes conformacionais que permitem sua inser¢do na membrana mitocondrial
externa formando poros ou canais i0nicos. Apds a permeabilizacdo da membrana
mitocondrial externa, proteinas indutoras de apoptose, como o citocromo c¢, sdo liberadas
para o citoplasma e induzem uma cascata de eventos que culmina com a ativacdo de
caspase-3, que age no nucleo induzindo alteracdes importantes para o processo de morte
celular, incluindo a fragmentacio do DNA (Revisado por Armstrong, 2006; Fernandes et
al., 2011).

A despeito da inalteracdo da expressdo de Bcl-2, a razdo Bax/Bcl-2 (Figura 17C),
associada a decisdo de vida ou morte celular (Basu & Haldar, 1998), apresentou aumento
de 46% nas células transfectadas com miR-34a, indicando tendéncia a morte por apoptose
nessas células. Corroborando o aumento na razido Bax/Bcl-2, foi possivel detectar aumento
de 32% na razao Caspase-3 clivada/Pré-caspase-3 (Figura 17D) e de 200% na quantidade
de PARP-1 clivada (Figura 17E) nas células de melanoma transfectadas com miR-34a, o
que reafirma a tendéncia a apoptose nestas células. A caspase-3 € considerada como a
proteina efetora do processo apoptético e PARP-1 um de seus principais alvos moleculares,
com papel fundamental no processo de reparo do DNA (Fernandes-Alnemri et al. 1994).
Quando clivada, a caspase-3 torna-se ativa e passa a degradar alvos ‘“downstreams”
importantes da via apoptética, como a PARP-1, contribuindo para a fragmentacdo do DNA

caracteristica nesse processo (Fernandes-Alnemri et al. 1994).

71



(A) (B) I

S o
SN
o S
QO br-% ‘gO b? 80 ‘.,3\7?} ‘;a,
>’ Q-?J <7 Q—rb ~ & Q.r'b
&8 & & & & &
Bel-2 85kDa — ——— B2 e — —
Bax -‘ PARP-1
, Clivada GAPDH 4
Pro-Caspase-3 e
Caspase-3Clivada ™ 8  20kDa — -
GAPDH <«
(C) (D) (E)

1,6 1 * - . 400 ‘DCTL LIPOgmMIR-344
14 1 —_— = 350 1
@ 19 © © 08 o 8 .
>3 7] i g2 7 g3
o 1,04 1 =™ I g
el [ G ¢ 04 55
m 0387 ) 0 ® - ®
~ Q@ 04 o
x 0,6 - . o @ 04 o I
M 04 . & o

o = 024 <<
0,2 . oo o
0,0 . 0,0 n
CTL miR-34a CTL miR-34a 85kDa 29kDa
LIPO LIPO

Figura 17. Expressdo de proteinas relacionadas com apoptose apos transfeccdo de células
SK-mel-103 com mimico do miR-34a. Células SK-mel-103 foram transfectadas com 50 nM
(ou 100 nM) de mimico do miR-34a e amostras para Western Blotting foram coletadas 48
horas apds a transfec¢do. Células controle foram tratadas com a mesma quantidade de
lipofectamina utilizada para as transfeccoes. (A) Imagens dos blottings para as proteinas Bcl-
2, Bax, Pro-caspase-3, capase-3 clivada e PARP-1 clivada. (B) Imagem do blotting para a
proteina Bcl-2, comparando sua expressdao em células SK-mel-103 transfectadas com 50 nM
ou 100 nM de mimico do miR-34a. A proteina GAPDH foi utilizada como controle interno.
(C) Razdo Caspase-3 Clivada/Pré-caspase-3, calculada apds andlise densitométrica dos
blottings para estas proteinas. (D) Andlise densitométrica do blotting para PARP-1 clivada.
(E) Razao Bax/Bcl-2, calculada apds andlise densitométrica dos blottings para estas proteinas.
Os resultados sdo apresentados como unidades arbitrarias (u.a) ou como porcentagem do
grupo controle LIPO (% CTL LIPO) (n = 3 experimentos distintos, P < 0.05). Valores sao
média + EPM. * diferenca significativa vs CTL LIPO. Teste “t” de Student.
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miR-34a induz aumento da expressao e da translocacdo nuclear de p53 em células de

melanoma

A seguir, iniciamos uma busca por alteragdes moleculares através das quais miR-
34a afeta os processos de sobrevivéncia, proliferacdo e apoptose em células de melanoma.
A primeira molécula analisada foi o fator de transcricdo p53, que compde uma das mais
importantes vias supressoras de tumor, responsdvel por parada do ciclo celular e indugado de
apoptose (Zuckerman et al., 2009; Ozaki & Nakagawara, 2011; Suzuki & Matsubara,
2011). miR-34a € induzido por p53 em resposta a estresses oncogénicos e danos ao DNA, e
€ responsdvel por muitos dos efeitos supressores de tumor anteriormente atribuidos a p53
(He et al. 2007(a); He et al., 2007(b); Hermeking, 2010). Recentemente, foi descrito a
ocorréncia de uma alca de feedback positivo entre p5S3 e miR-34a. Nesse mecanismo de
feedback participa ainda outra proteina importante, a SIRT-1. Classificada como histona
deacetilase classe III, a SIRT-1 € responsavel pela desacetilacio NAD-dependente de
histonas e proteinas ndo-histonicas, como exemplo a proteina pS3. A desacetilagdo do
residuo Lys382 da p53, mediada por SIRT-1, promove a reducdo da atividade da p53.
Estudos demonstraram que SIRT-1 € alvo direto de miR-34a, e o silenciamento de SIRT-1
por miR-34a € responsavel pelo aumento dos niveis de p53 acetilada, ou seja, de pS3 ativa.
Sendo assim, ficou demostrado a existéncia de uma al¢a de feedback positivo entre pS3—
miR-34a—SIRT-1. Isso significa que, apds ativagdo de p53, o aumento na expressdo de
miR-34a silencia SIRT-1, o que por sua vez contribui para o aumento da atividade da p53

(Yamakuchi et al., 2008; Yamakuchi & Lowenstein, 2009).
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Sabendo da existéncia desse mecanismo de feedback, avaliamos a expressiao de p53
e também sua translocacdo nuclear, a fim de verificar a funcionalidade da proteina apds a
expressao ectopica de miR-34a nas células de melanoma. Por ser um fator de transcricéo,
pS3 exerce a maior parte de suas atividades supressoras de tumor no nucleo, estimulando a
transcricdo de indmeros genes supressores de tumor. Por esse motivo, a andlise da
translocagdo de pS3 do citosol, onde essa proteina é normalmente presente na auséncia de
estimulo estressor, para o nudcleo, constitui um bom indicador do grau de atividade dessa
proteina. Células SK-mel-103 controle (CTL LIPO) exibiram uma expressao extremamente
baixa de p53 (Figura 18A e 18B), enquanto que células SK-mel-103 transfectadas com
miR-34a apresentaram um aumento significativo nao s6 na expressao (Figura 18A e 18B),
mas também na translocacdo de p53 para o nucleo, especialmente apds 48 horas de
transfeccao (Figura 20) como indicado por imagens de microscopia confocal (Figuras 19 e
20). Estas imagens mostram claramente o aumento da marcacdo de p53 no nudcleo das
células SK-mel-103, o que é um resultado extremamente interessante uma vez que p53
apresenta outros alvos com atividade supressora de tumor, além de miR-34a. Entre eles
estdo as proteinas p21 e Bax, ambas com expressdes aumentadas nas células SK-mel-103

ap6s transfeccdo com miR-34a (Figuras 16 e 17, respectivamente).

74



(B)
700

G[][]—-
500—-
4[][]—-
3[][]—-

GAPDH  «e— -

o
o
w

p53 / GAPDH (%CTL LIPO)

100

CTL miR-34a
LIPO

Figura 18. Expressdo da proteina p53 apos transfeccdo de células de melanoma com
mimico do miR-34a. Células SK-mel-103 foram transfectadas com 50 nM de mimico do
miR-34a e amostras para Western Blotting foram coletadas 48 horas apds a transfec¢do.
Células controle foram tratadas com a mesma quantidade de lipofectamina utilizada para as
transfecgdes. (A) Imagem do blotting para as proteinas p53. (B) Andlise densitométrica do
blotting para p53. O resultado € apresentado como porcentagem do grupo controle LIPO (%
CTL LIPO) (n = 3 experimentos distintos, P < 0.05). Valores sdao média + EPM. * diferenca
significativa vs CTL LIPO. Teste “t” de Student.
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Figura 19. Localizacdo subcelular de p53 apds transfeccao de células SK-mel-103 com
mimico do miR-34a por 24 horas. Laminas para microscopia confocal foram preparadas 24
horas ap0s as transfec¢des com miR-34a ou tratamento com lipofectamina (grupo CTL LIPO).
A proteina p53 foi marcada com anticorpo secunddrio conjugado com Alexa®-Fluor 488
(verde) e os nucleos marcados com Hoechst (azul). (A-C) Grupo CTL LIPO: Notar, na
sobreposicdo das imagens, a presenca de apenas um nudcleo marcado para p53 (seta vermelha).
(D-F) Grupo miR-34a: Notar que a transfeccdo com miR-34a por 24h aumentou o nimero de
nicleos marcados para p53 (4 nicleos). Setas vermelhas nas imagens sobrepostas: Células SK-
mel-103 com marcacdo nuclear para pS3. Barras em C e F =20 pm.
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Figura 20. Localizacdo subcelular de p53 apos transfeccdo de células SK-mel-103 com
mimico do miR-34a por 48 horas. Laminas para microscopia confocal foram preparadas 48
horas ap0s as transfec¢des com miR-34a ou tratamento com lipofectamina (grupo CTL LIPO).
A proteina p53 foi marcada com anticorpo secundério conjugado com Alexa®-Fluor 488
(verde) e os nucleos marcados com Hoechst (azul). (A-C) Grupo CTL LIPO: Notar, na
sobreposicdo das imagens, a presenga de dois nicleos marcados para p53 (setas vermelhas). (D-
F) Grupo miR-34a: Notar a presenga de grande nimero de niicleos marcados para p53 (16
nucleos). Setas vermelhas nas imagens sobrepostas: Células SK-mel-103 com marcagdo nuclear
para p53. Barrasem C e F = 20 ym.

miR-34a modula a expressdo de proteinas-chave envolvidas com os processos de

proliferacdo, evasdo da apoptose e sobrevivéncia de células de melanoma

A atividade da proteina fosfatase PTEN, principal regulador negativo da via da
PI3K/AKT (Revisado por Hollander et al., 2011), foi alterada pela expressao ectdpica de

miR-34a nas células SK-mel-103. Apesar da expressdo global da PTEN ter sido aumentada,
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82/383 .
382383 também foram

os niveis de fosforilacdo nos residuos inibitérios Ser’®/Thr
aumentados (Figura 21A). Entretanto, esse aumento na fosforilagdo no sitio inibitério da
PTEN nio ocorreu de forma proporcional ao aumento na expressao total da proteina, uma
vez que a razdo p-PTEN/PTEN mostrou reducdo de 28% nas células de melanoma
transfectadas com miR-34a (Figura 21B), o que nos permite concluir que a PTEN esta
mais ativa nesse grupo. A PTEN apresenta-se constitutivamente ativa nas células onde é
expressa, sofrendo inativacdo por mecanismos pds-traducionais, em especial por

. ~ P « ey e, e 2,
fosforilagdo de sitios inibitérios como Ser**’/Thr****3

, presentes na por¢ao C-terminal da
proteina (Revisado por Tamguney & Stokoe, 2007; Revisado por Wang & Jiang, 2008;
Revisado por Zhang & Yu, 2010). O conhecimento a respeito da dindmica de regulacdo da
atividade da PTEN € recente e ainda escasso, entretanto a responsabilidade pelas
fosforilagdes inibitérias da PTEN ja foi atribuida a algumas proteinas, como a caseina
quinase 2 (CK2), GSK3p e GLTSCR2 (PICT-1). (Vazquez et al., 2000; Revisado por
Tamguney & Stokoe, 2007; Revisado por Wang & Jiang, 2008; Revisado por Zhang & Yu,
2010). O aumento na expressdo da PTEN deve ainda estar relacionado com o aumento na
expressao e atividade da p53. Juntamente com miR-34a, a PTEN tem sido apontada como
um alvo molecular chave da via supressora de tumor induzida por p53 (Stambolic et al.,
2001; Revisado por Tamguney & Stokoe, 2007; Revisado por Wang & Jiang, 2008;
Revisado por Zhang & Yu, 2010). Estudos tém mostrado que PTEN e p53 regulam uma a
outra em um mecanismo de feedback positivo. PTEN interage com p53 dando estabilidade
a forma ativa desta proteina que, por sua vez, modula positivamente a transcricdo do gene
da PTEN (Stambolic et al., 2001; Lian & Cristofano, 2005; Li et al., 2006).

O aumento na atividade da PTEN foi acompanhado por reduc¢io na expressao da p-

AKT (Thr’®) e na razdo p-AKT/AKT-1 (Figura 21A e 21C), o que significa reducio na

78



atividade da AKT nas células de melanoma transfectadas com miR-34a. Esta redu¢do na
atividade da AKT deve estar relacionada ndo apenas com o aumento na atividade da PTEN,
mas também com a redu¢do na expressdo da proteina Axl (Figura 21A e 21D).
Recentemente, Axl foi apontado como alvo direto de miR-34a (Lee et al., 2011;
Mackiewicz et al., 2011; Mudduluru et al., 2011), o que deve explicar sua reduzida
expressdao nas células de melanoma transfectadas com miR-34a. Axl é um receptor com
atividade tirosina quinase que, uma vez ativado pela ligacdo com fatores de crescimento, €
responsavel pela ativacdo das quinases AKT e ERK1/2 (Fridell et al., 1996; Goruppi et al.,
1997; Allen et al., 1999; Sawabu et al., 2007; Linger et al., 2008; Koorstra et al., 2009).
Sendo assim, a reducdo na expressdao de Axl deve estar relacionada ndo s6 com a reducao
na atividade da AKT, mas também com a reducdo na atividade da ERK1/2 (Figura 21A e
21E), observada nas células de melanoma transfectadas com miR-34a. H4 poucos meses foi
proposto que a via de sinalizacdo B-Raf/MKK/ERK pode regular a expressao de miR-34a
em melanomas (Couts et al., 2013). Juntos, esses dados indicam a ocorréncia de um
mecanismo de feedback entre ERK e miR-34a. A redugdo nos niveis de fosforilacdo da
AKT e ERK1/2 induzida por miR-34a no presente trabalho, corroborou dados apresentados
por outros pesquisadores (Yan et al., 2009; Lal et al., 2011).

A via da MAPK/ERK tem sido associada a inducao de proliferacdo, diferenciacao,
motilidade e inibicdo de apoptose, enquanto que a AKT, uma proteina central na via da
PI3K, tem sido associada a inducdo de crescimento, sobrevivéncia e proliferacdo celular,
além de inibir a apoptose, processos fundamentais para o funcionamento normal das
células. Entretanto, em células tumorais estas duas vias de sinalizagdo sdo freqiientemente
desreguladas e, por este motivo, sdo alvos comuns de modulacdo em terapias contra o

cancer (Revisado por Chappell et al., 2011; Revisado por Steelman et al., 2011(a)). Além
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dos efeitos celulares anteriormente citados, o aumento na atividade dessas vias em células
tumorais tem sido associado a aquisicdo de resisténcia a farmacos, o que dificulta o
tratamento quimioterdpico do cincer (Abrams et al., 2010; Revisado por Chappell et al.,
2011; Steelman et al., 2011(b); Revisado por Steelman et al., 2011(c)). Em melanomas, as
vias da MAPK/ERK e PI3K/AKT sdo, em geral, constitutivamente ativas devido a
alteracdes genéticas, e tem sido as principais vias associadas com o desenvolvimento e
progressdo do melanoma. Diversos estudos tém associado essa atividade constitutiva com a
capacidade de melanoma em resistir a apoptose, proliferar de forma anormal, induzir
angiogénese peritumoral e invadir novos tecidos, o que caracteriza o fendtipo agressivo
exibido por este tipo de cancer (Revisado por Bogenrieder & Herlyn, 2011; Revisado por
Gaudi & Messina, 2011; Revisado por Yajima et al., 2012). Sendo assim, a busca por
intervengdes capazes de reduzir a atividade dessas vias em melanomas tem sido pratica
freqiiente, uma vez que podem refletir na redu¢do da agressividade tumoral.

A proteina mTOR € um importante alvo da AKT, e funciona principalmente como
um sensor da disponibilidade de nutrientes, induzindo crescimento celular. Suas atividades
celulares sdo possibilitadas por meio da formacdo de dois complexos protéicos distintos:
mTORCI1 (composto pelas proteinas mTOR, Raptor, GBL e Deptor) e mTORC2 (composto
pelas proteinas mTOR, Rictor, GBL, Sinl, PRR5 e Deptor). mTORCI1 ¢ formado apos
fosforilacdo em Ser™**® e ativacdo da mTOR pela AKT, e estd envolvido com a inducio de
crescimento celular em presenca de condi¢cdes nutricionais favordveis. J4 o complexo
mTORC?2 pode induzir sobrevivéncia celular através de fosforilacio da AKT no residuo

. 4
ativador Ser*’

(Sarbassov et al., 2005; Jacinto et al., 2006), além de participar dos
processos de remodelamento do citoesqueleto e transporte de fons (Revisado por Dunlop &

Tee, 2009; Revisado por Laplante & Sabatini, 2009; Revisado por Downling et al., 2010;
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Revisado por Hoeffer & Klann, 2010; Revisado por Neufeld, 2010). Em muitos canceres
tem sido mostrado uma hiperativagdo da mTOR, que além de fornecer vantagens em termos
de crescimento para a célula tumoral (Revisado por Guertin & Sabatini, 2005; Espona-
Fiedler et al., 2012) tem sido associada a aquisi¢ao de resisténcia a drogas quimioterapicas
(Revisado por Jiang & Liu, 2008). No presente trabalho ndo observamos alteracdes
significativas na atividade da mTOR apds expressdo ectopica de miR-34a nas células de
melanoma. Tal conclusdo se baseia na andlise da razao p-mTOR / mTOR, que indica o grau
de atividade da proteina, e que permaneceu inalterada apds a interven¢do experimental,
comparado ao grupo controle LIPO (Figura 21F).

A via da Wnt/B-catenina € outra via de sinalizacdo que pode regular positivamente a
proliferagdo celular (MacDonald et al., 2009). Devido aos marcantes efeitos celulares
associados a desregulagdo da atividade da B-catenina em melanomas, essa proteina tem
despontado como um importante alvo de modulagdo em intervencdes terapéuticas. No
presente trabalho, mostramos que a expressao ectopica de miR-34a foi capaz de reduzir os
niveis de B-catenina ativa em células SK-mel-103 (Figura 21G). A B-catenina encontra-se
ativa quando desfosforilada em Ser37/Thr41 (van Noort et al., 2007), e uma vez ativa migra
para o nucleo onde age como fator de transcri¢do. A reducdo nos niveis de B-catenina ativa
observada no presente trabalho pode ter sido causada por acdo direta de miR-34a, ja que a
[-catenina foi descrita por outro grupo de pesquisa como alvo direto desse microRNA (Kim
et al., 2011), ou por agdo indireta via redugdo da atividade da AKT (Lee et al., 2009; Covey
et al., 2010; Lau et al., 2011). Estudos confirmaram a relacdo entre AKT e B-catenina ao
mostrar que niveis aumentados de PTEN promovem reducao nos niveis intracelulares de [3-

catenina, atuando através da reducdo na atividade da AKT que por sua vez inibe a GSK3,
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quinase responsavel pela inativagdo da B-catenina (Lee et al., 2009; Covey et al., 2010; Lau

etal., 2011).
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Figura 21. Expressdo de
proteinas envolvidas com os
processos de proliferacao,
evasdo da apoptose e
sobrevivéncia apos
transfec¢do de células SK-
mel-103 com mimico do miR-
34a. Células SK-mel-103
foram transfectadas com 50
nM de mimico do miR-34a e
amostras para Western
Blotting foram coletadas 48
horas apds a transfecgdo.
Células controle foram
tratadas com a mesma
quantidade de lipofectamina
utilizada para as transfeccoes.
(A) Imagens dos blottings
para as proteinas PTEN, p-
PTEN (Ser’®”/Thr****%), Axl,
AKT-1, p-AKT (Thr'®),
Erk1/2, p-Erk1/2
(ThrZOZ/TyrZM), mTOR, p-
mTOR (Ser****) e B-catenina
ativa. A proteina GAPDH foi
utilizada  como  controle
interno. Estdo representadas
na figura as  possiveis
interagdes moleculares entre
as protefnas analisadas. (B)
Razdo p-PTEN/PTEN. (C)
Razao p-AKT/AKT-1. (D)
Andlise  densitométrica do
blotting para Axl. (E) Razdo
p-Erk1/2/Erk1/2. (F) Razio p-
mTOR mTOR. (G) Analise
densitométrica do blotting
para [-catenina ativa. Os
resultados sdo apresentados
como unidades arbitrérias
(u.a) ou como porcentagem do
grupo controle LIPO (% CTL
LIPO) (n = 3 experimentos
distintos, P < 0.05). Valores



Transfeccdo com miR-34a estimula o fluxo autofdgico em células de melanoma

Diversos estudos tém mostrado que microRNAs podem modular o processo
autofédgico, sensibilizando células cancerosas a tratamentos que induzem morte celular
(Gundara et al., 2012). A fim de examinar se miR-34a modula o processo autofdgico em
células de melanoma, dois importantes marcadores autofagicos foram escolhidos para
andlise, LC3B e p62. A LC3 é uma proteina muito usada como marcador de
autofagosomos. Apoés ser sintetizada, a LC3 € processada por Atg4, gerando LC3-1 que é,
em seguida, conjugada com fosfatidiletanolamina (PE) para se tornar LC3-II (Mizushima et
al., 2010). Enquanto que LC3-I estd localizada no citosol, LC3-II estd associada com a
membrana do autofagosomo, e por isso sua andlise permite avaliar a extensao de formacao
dos autofagosomos (Kabeya et al., 2000). A proteina p62 € incorporada aos autofagosomos
através de ligacdo direta com LC3, sendo posteriormente degradada no processo
autofégico.

Niveis aumentados de LC3II tém sido associados a dois eventos opostos, a0 aumento
da sintese de autofagosomos, ou a reducdo na taxa de degradacdo dos mesmos, o que leva
ao acimulo de LC3II (Tanida et al., 2004). A fim de evitar uma interpretacdo erronea do
processo autofdgico utilizando apenas o perfil de expressao da LC3B e p62, optamos por
analisar o fluxo autofdgico, utilizando o inibidor autofagico cloroquina (CLQ), que
prejudica a acidificacdo lisossomal (Mizushima et al., 2010). Sendo assim, a expressdo das
proteinas LC3B e p62 foi avaliada na presenca ou auséncia de 50 uM de CLQ. Na auséncia
de CLQ, a razdo LC3BII/LC3BI foi levemente aumentada nos grupos controle (CTL LIPO
e miR-CTL), o que deve ter ocorrido devido ao uso de lipofectamina nas transfeccoes

(Figura 22A-C). Entretanto, a transfec¢io com miR-34a levou a um aumento maior na
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razdo LC3BII/LC3BI, comparado com o grupo controle (CTL), principalmente apds 48
horas de transfeccdo (Figura 22A-C). Interessantemente, na presenca de CLQ, todos os
grupos exibiram um aumento acentuado na razdo LC3BII/LC3BI (Figura 22A-C), o que
indica a presenca de altos niveis basais de autofagia nas células de melanoma. Devido a
esse aumento acentuado na razdo LC3BII/LC3BI em todos os grupos experimentais, foi
possivel notar diferenca significativa no fluxo autofigico entre os grupos miR-34a e
controle (CTL) apenas apds 24 horas de transfeccdo. Embora esta técnica seja amplamente
utilizada para o monitoramento do fluxo autofdgico, pode ser dificil obter resultados
conclusivos se a linhagem celular em estudo apresentar altos niveis basais de autofagia,
como ocorre, por exemplo, com células Hela cultivadas em condi¢cdes normais
(Mizushima et al., 2010). Nesta situagdo, fica dificil detectar alteragdes adicionais nos
niveis de LC3 apds inducdo da autofagia. Sendo assim, para melhorar nossa compreensao a
respeito das diferengas na atividade autofédgica entre os grupos, partimos para a andlise da
proteina p62.

Na presenca de CLQ, a diferenca no fluxo autofdgico entre os grupos tornou-se
mais evidente, ja que a expressao de p62 foi aumentada significativamente no grupo miR-
34a comparado com os grupos controle, 24 e 48 horas apds as transfeccoes (Figura 22A,
22D e 22E). Este acimulo de p62 quando o inibidor autofagico foi utilizado é um forte
indicativo de que o processo autofagico foi induzido nas células de melanoma transfectadas

com miR-34a.
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Figura 22. Andlise do fluxo autofdgico apos transfeccdo de células SK-mel-103 com
mimico do miR-34a. Células SK-mel-103 foram transfectadas com mimico do miR-34a (50
nM) e o inibidor autofdgico cloroquina (50 uM) foi adicionado ao meio de cultura 4 horas
apos a transfeccdo. A cloroquina (CLQ) foi mantida em contato com as células até o final do
experimento, e amostras para Western Blotting foram coletadas 24 e 48 horas apds as
transfec¢des. (A) Imagens dos blottings para as proteinas LC3BI, LC3BII e p62. A proteina
GAPDH foi utilizada como controle interno. Razao LC3BII/LC3BI apds 24 horas (B) e 48
horas de transfeccdo (C). Andlise densitométrica do blotting para p62 apds 24 horas (D) e 48
horas de transfeccdo (E). Significado dos simbolos: (-) sem CLQ); (+) com CLQ. O resultado é
apresentado como porcentagem do grupo controle (% CTL) (n = 3 experimentos distintos, P <
0.05). Valores sio média + EPM. * Diferenca significativa vs CTL; ® Diferenca significativa vs
CTL LIPO:; © Diferenga significativa vs miR-CTL. ANOVA seguido de post test Tukey.
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Inibi¢cdo da autofagia reduz a viabilidade de células de melanoma

A inducdo de autofagia tem sido relacionada com sobrevivéncia ou morte celular,
dependendo do contexto celular e da intensidade do estimulo envolvidos na andlise
(Morselli et al., 2009; Kung et al., 2011; Rosenfeldt & Ryan, 2011; Yang et al., 2011(a);
White, 2012). Sabendo disso, investigamos se o aumento na atividade autofdgica em
células de melanoma transfectadas com miR-34a tinha influéncia sobre a viabilidade dessas
células. Para este propdsito, células SK-mel-103 foram tratadas com CLQ (50 uM) apoés 4
horas da transfeccdo com miR-34a, e a viabilidade celular foi avaliada por ensaio de
reducdo do MTT, 24 e 48 horas apds a transfeccdo. Com 24 horas de transfecc¢ao, o uso de
CLQ ndo promoveu alteracdo na viabilidade celular entre os grupos (Figura 23A).
Entretanto, a CLQ promoveu reducdo significativa na viabilidade celular em todos os
grupos controle apds 48 horas de tratamento (Figura 23B), indicando que a autofagia € um
mecanismo importante para a sobrevivéncia de células de melanoma em condig¢des
normais. O aumento no fluxo autofédgico, induzido por miR-34a, ndo promoveu alteracao
adicional na viabilidade celular nesse grupo, uma vez que a porcentagem de viabilidade
celular foi praticamente a mesma, na auséncia ou presenca de CLQ (Figura 23B).

Esta € a primeira vez que miR-34a € associado a inducdo de autofagia, ja que na
literatura encontramos apenas um estudo que apresenta a idéia oposta. Neste estudo, Yang e
colaboradores (2011(b)) mostraram que miR-34 inibiu a autofagia através do silenciamento
da proteina Atg9 em Caenorhabditis elegans e em células de mamiferos. Sabendo que a
autofagia estimulada pela transfeccdo com miR-34a nao foi capaz de promover altera¢des
adicionais na viabilidade celular, e sabendo ainda que células de melanoma parecem usar a

autofagia como um mecanismo normal de sobrevivéncia, somos levados a considerar a

86



possibilidade do aumento no fluxo autofagico ndo ter sido induzido por miR-34a per se,
mas sim pela prépria célula de melanoma como uma tentativa de sobreviver em face ao
estimulo de morte induzido por miR-34a. Além disso, como miR-34a foi capaz de
aumentar a translocacdo nuclear de p53, € possivel que p53 esteja intermediando a indugdo
da autofagia por miR-34a. De fato, quando no nicleo, pS3 pode estimular a expressdo de

genes requeridos para a autofagia (Galluzzi et al., 2010; Maiuri et al., 2009; Sui et al.,
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Figura 23. Andlise da viabilidade de células SK-mel-103 apos transfeccdo com mimico do
miR-34a e tratamento com o inibidor autofdgico cloroquina. Células SK-mel-103 foram
transfectadas com mimico do miR-34a (50 nM) e o inibidor autofagico cloroquina (50 uM)
foi adicionado ao meio de cultura 4 horas apds a transfeccdo. A cloroquina (CLQ) foi mantida
em contato com as c€lulas até o final do experimento, e a porcentagem de viabilidade celular
foi verificada pelo ensaio de redu¢do do MTT 24 horas (A) e 48 horas (B) apds as
transfecgdes. O resultado € apresentado como porcentagem do grupo controle (% CTL) (n =
3, P < 0.05). Valores sio média + EPM. * Diferenca significativa vs CTL; ° Diferenca
significativa vs CTL LIPO; © Diferenca significativa vs miR-CTL. ANOVA seguido de post
test Tukey.
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miR-34a induz estresse de reticulo e agregacdo de proteinas em células de melanoma

A anédlise ultraestrutural das células SK-mel-103 transfectadas com miR-34a por 48
horas revelou a presenca de grandes agregados de proteina no citosol dessas células
(Figura 24B-E), comparado com a ultraestrutura de uma célula SK-mel-103 normal (CTL
LIPO) (Figura 24A). Em alguns casos, os agregados observados foram considerados como
agressomos, devido a sua estrutura e localizacdo celular (Figura 24B). Agressomos sao
definidos como inclusdes citosélicas pericentriolares, livres de membrana, contendo
proteinas “ndo-enoveladas” e/ou ubiquitinadas, localizados préximos do nicleo em uma
regido conhecida como centro organizador de microtibulos (MTOC) (Johnston et al.,
1998). Além de agressomos, diversos agregados periféricos de proteinas foram observados
nas células de melanoma transfectadas com miR-34a (Figura 24C e 24D). Tipicamente,
agregados de proteinas sdo formados na periferia celular e translocados para o MTOC
através de transporte retrégrado em microtibulos, para em seguida constituir 0s agressomos
(Johnston et al., 1998). Foi possivel notar, ainda, uma grande quantidade de reticulo
endoplasmaticos (RE) ja rodeados por agregados de proteina (Figura 24E).

O acimulo de agregados de proteina no citosol de células de mamiferos pode
exercer efeitos extremamente toxicos para essas células. Sendo assim, ao longo do processo
evolutivo, células de mamiferos desenvolveram mecanismos para evitar a agregacdo de
proteinas, como a presenca de proteinas chaperonas, e também para destruir os agregados ja
formados, como o sistema ubiquitina-proteassoma e a autofagia seletiva (Johnston et al.,
1998; Kopito, 2000; Lamark & Johansen, 2012). Quando o agregado de proteina formado €
muito grande, a autofagia é o uUnico mecanismo capaz de destruir esta estrutura

adequadamente. Tipicamente, grandes agregados de proteina podem ser observados quando
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as vias de degradacdo estdo sobrecarregadas ou bloqueadas (Johnston et al., 1998; Kopito,
2000; Lamark & Johansen, 2012). Independentemente do motivo que estd levando ao
aumento na agregacdo de proteinas, o aumento do fluxo autofdgico nas células de
melanoma transfectadas com miR-34a pode estar ocorrendo como uma resposta celular a
formacdo desses agregados toxicos de proteinas.

Interessantemente, a expressdo da proteina IRE-1, um importante sensor de estresse
de reticulo ativado como parte da “resposta a proteinas ndo-enoveladas” (UPR) (Lin et al.,
2007), foi muito aumentada nas células de melanoma transfectadas com miR-34a (Figura
25), o que corrobora o aumento da agregacdo de proteinas observado nessas células. Vérios
fatores sdo requeridos para o correto dobramento de proteinas no RE, incluindo ATP, Ca**
e um ambiente oxidante para permitir a formacdo de ligagdes dissulfeto (Gaut &
Hendershot, 1993). Devido a essas exigéncias, o RE € altamente sensivel a estresses que
perturbem os niveis de energia celular, o estado redox e as concentracdes de Ca”*. Esses
estresses reduzem a capacidade de “folding” de proteinas que ocorre no RE, o que resulta
em acimulo e agregacdo de proteinas nao-enoveladas, condi¢c@o referida como estresse de
reticulo (Revisado por Szegezdi et al., 2006; Revisado por Gorman et al., 2012). Para
combater os efeitos deletérios do estresse de reticulo, as células desenvolveram varias
estratégias protetoras, coletivamente chamadas de “resposta a proteinas ndo-enoveladas”
(UPR). Esta resposta celular complexa é mediada por trés receptores transmembrana do
RE: PERK, ATF6 e IRE-1 (Revisado por Szegezdi et al., 2006). IRE-1 é uma
quinase/endoribonuclease (RNAse) que inicia o splicing alternativo do RNAm de Xbp-1
(Yoshida et al., 2001; Calfon et al., 2002). O fator de transcri¢do resultante XBP-1 ativa a
transcricdo de chaperonas de RE, que participam diretamente do processo de dobramento

de proteinas no RE (Lee et al., 2003). PERK é uma quinase transmembrana que fosforila o
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fator iniciador da traducdo elF2a, reduzindo a sintese protéica a fim de contrapor a
sobrecarca de proteinas do RE (Harding et al., 1999). Nas células em repouso, os trés
receptores (PERK, ATF6 e IRE-1) sdo mantidos em estado inativo através de sua
associacdo com a chaperona de RE GRP78 (também conhecida como BiP). Com o actimulo
de proteinas malformadas, GRP78 se dissocia dos trés receptores, o que leva a ativacao
desses e a inducdo da UPR (Revisado por Szegezdi et al., 2006).

A UPR € primordialmente uma resposta celular pré-sobrevivéncia que visa reduzir o
acumulo de proteinas ndo-enoveladas e restaurar o funcionamente normal do RE (Schroder
& Kaufman, 2005). Entretanto, se a agregacdo de proteinas € persistente € o estresse nao
pode ser cessado, a sinalizacdo pro-sobrevivéncia dd lugar a sinalizagdo pré-apoptotica
(Revisado por Szegezdi et al., 2006; Revisado por Gorman et al., 2012). A despeito do
aumento no fluxo autofdgico observado nas células de melanoma transfectadas com miR-
34a, esse aumento ndo foi suficiente para promover a completa remocao dos agregados
toxicos de proteinas formados nessas células. Muitas células tumorais exibem niveis basais
de autofagia elevados, mesmo em condi¢des nutricionais normais (Revisado por White,
2012), o que claramente ficou demonstrado ocorrer com as células de melanoma no
presente trabalho (Figura 22). De uma forma geral, esses niveis de autofagia basais,
elevados de forma crénica em células tumorais, impossibilitam aumentos adicionais da
resposta autofdgica sob condi¢des de estresse. Além disso, tem sido mostrado que a
ativacdo do oncogene RAS estd associada ao aumento da autofagia basal, e células tumorais
com esta caracteristica tem uma habilidade limitada em promover aumentos adicionais no
fluxo autofdgico, o que diminui sua adaptacdo a estresses (Revisado por White, 2012).
Nao sabemos qual perturbagdo, estimulada por miR-34a, foi responsavel pela inducdo de

estresse de reticulo e agregacdo de proteinas nas células de melanoma. Entretanto, o fato é
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que esse estresse estd ocorrendo de forma intensa e levando a uma acumulacio téxica de
agregados protéicos no interior das células de melanoma, uma vez que estas células
parecem ndo ser capazes de aumentar o fluxo autofagico de forma adequada nesta condi¢ao
de estresse. Uma vez que a persisténcia de niveis elevados de estresse de reticulo pode
determinar a morte celular por apoptose, € bem possivel que o estresse de reticulo induzido
por miR-34a esteja contribuido para a indugdo de apoptose nas células de melanoma.

A partir da andlise protedmica de melandcitos normais e células de melanoma SK-
mel-103 (dados nao mostrados), observamos que as células de melanoma superexpessam
diversos componentes associados a maquinaria de sintese proteica, e também a proteina
chaperona HSP90, responsavel pelo “folding” de proteinas oncogénicas como EGFR, AKT,
CDK4, HIF-1a, BCR-ABL e MMP-2 (revisado por Mahalingam et al., 2009). Por estar
inserida em uma condicdo de sintese protéica aumentada de forma constante, € de se
esperar que a HSP90 desempenhe papel importante na manuten¢do da homeostase protéica
no melanoma. Sendo assim, uma reducdo significativa na expressdo dessa, ou de outra
chaperona, poderia estar relacionada com o aumento na agregacdo de proteinas observado
nas células de melanoma transfectadas com miR-34a. Na tentativa de melhor compreender
0 motivo envolvido com esse aumento da agregacdo de proteinas, a expressao das proteinas
chaperonas HSP90, HSP60, HSP70 e HSP27, foi analisada. Como mostrado na figura 25,
nenhuma dessas chaperonas apresentou alteracdo significativa de expressdo. Sendo assim,
outro mecanismo, ndo esclarecido neste trabalho, deve estar relacionado ao aumento na

agregacao de proteinas induzido por miR-34a em melanoma.
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Figura 24. Anadlise ultraestrutural de células SK-mel-103 apés transfeccdo com mimico do
miR-34a. Apds 48 horas de transfeccdo, células SK-mel-103 foram fixadas, pds-fixadas com
tetroxido de 6smio, desidratadas, e incluidas em resina Epon812. Sec¢des ultrafinas foram
marcadas com acetato de uranila e citrato de chumbo, e as imagens de microscopia eletronica de
transmissdo foram obtidas em JEOL JM 1400 TEM. (A) Célula SK-mel-103 controle, tratada
apenas com lipofectamina (CTL LIPO). miR-34a induziu a formacdo de agressomos (B) e
agregados periféricos de proteinas (C-E). Inserto em B: detalhe do agressomo; Inserto em C:
detalhe de um agregado periférico de proteinas. Setas pretas em E: agregados de proteinas
formados ao redor do reticulo endoplasmatico. Barras em A, B, C e E = 1 um, Barras dos

insertos e D = 0.5 um.
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Figura 25. Expressdo de marcadores associados com estresse de reticulo e agregacdo de
proteinas apos transfeccao de células SK-mel-103 com mimico do miR-34a. Células SK-
mel-103 foram transfectadas com 50 nM de mimico do miR-34a e amostras para Western
Blotting foram coletadas 48 horas apds a transfeccao. Células controle foram tratadas com a
mesma quantidade de lipofectamina utilizada para as transfecgdes. (A) Imagens dos
blottings para as proteinas IRE-1, HSP90, HSP60, HSP70 e HSP27. A proteina GAPDH foi
utilizada como controle interno. (B) Anélise densitométrica dos blottings. Os resultados sio
apresentados como porcentagem do grupo controle LIPO (% CTL LIPO) (n = 3
experimentos distintos, P < 0.05). Valores sdao média + EPM. * diferenca significativa vs
CTL LIPO. Teste “t” de Student.

miR-34a ndo altera de forma expressiva a sensibilidade das células de melanoma ao

tratamento com quimioterdpicos

Células de melanoma SK-mel-103 exibiram elevada resisténcia ao quimioterdpico
temozolomida (TMZ), o que pode ser visto pela curva de viabilidade apresentada na figura
26. Este ndo é um resultado isolado, ja que outros trabalhos tem relatado a existéncia de
linhagens de melanoma altamente resistentes a temozolomida, com ICsy podendo variar
entre 100 uM e 1 mM (Augustine et al., 2009). Tal resisténcia pode advir do fato de que a

maioria das linhagens celulares é obtida de pacientes com melanoma metastatico,
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provavelmente em tratamento com dacarbazina no momento da coleta das células tumorais.
Sendo assim, as células j4 podem ser obtidas do paciente com resisténcia adquirida ao
quimioterapico.

Informagdes a respeito dos efeitos de miR-34a sobre a sensibilidade a drogas
quimioterdpicas sdo escassas e controversas, sendo relatados casos de aumento na
sensibilidade e outros de inducdo de resisténcia (Fujita et al., 2008; Bhatt et al., 2010;
Kojima et al., 2010; Weeraratne et al., 2011; Kastl et al., 2012). A fim de esclarecer o real
papel de miR-34a sobre a sensibilidade a tratamentos quimioterdpicos no melanoma,
andlises de viabilidade celular foram realizadas apds transfeccio com miR-34a e
posteriores tratamentos com os quimioterdpicos TMZ, cisplatina ou doxorrubicina. Para
estas andlises, células SK-mel-103 foram pré-transfectadas por 24 horas com o mimico do
miR-34a, posteriormente lavadas com PBS para a retirada dos complexos de transfecc¢ao
que poderiam gerar uma resposta citotoxica exacerbada em contato com o quimioterépico,
e a seguir tratadas com um dos quimioterdpicos pelo periodo de 24 horas. Como podemos
ver na figura 27A, a expressio ectopica de miR-34a ndo foi capaz de reverter a resisténcia
das células de melanoma ao quimioterdpico TMZ. As células de melanoma foram
altamente responsivas ao tratamento com cisplatina, e a transfeccdo com miR-34a
promoveu leve sensibilizacdo ao quimioterdpico, sendo o ICs para tratamento com a droga
alterado de 25 uM (no CTL LIPO) para 15 uM (Figura 27B). Para o quimioterdpico
doxorrubicina, houve uma tendéncia a sensibilizacdo pela transfec¢do com miR-34a, porém

ndo significativa (Figura 27C).
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Figura 27. Andlise da sensibilidade aos quimioterdpicos temozolomida, cisplatina e
doxorrubicina apos transfeccdo de células SK-mel-103 com mimico do miR-34a. Células
SK-mel-103 foram pré-transfectadas com 50 nM de mimico do miR-34a durante 24 horas.
O grupo controle foi tratado apenas com lipofectamina pelo mesmo periodo (CTL LIPO).
Ap6s este periodo o meio de cultura foi retirado, as células lavadas com PBS e a seguir
tratadas com um dos quimioterdpicos por 24 horas. Em seguida a viabilidade celular foi
analisada pelo ensaio de redu¢do do MTT. (A) Curva de viabilidade para o tratamento com
temozolomida. (B) Curva de viabilidade para o tratamento com cisplatina. (C) Curva de
viabilidade para o tratamento com doxorrubicina. Os resultados sdo apresentados em
funcdo do grupo CTL LIPO (% CTL) (n = 3). Valores sdo média + EPM.
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TGF-B2 é alvo do miR-34a

TGF- é uma citocina multifuncional que, em condi¢des normais, participa da
regulacdo de diversas atividades celulares, como proliferacio e diferenciacdo, bem como de
processos fisioldgicos, tais como o desenvolvimento embriondrio, angiogénese e vigilancia
imunolégica. Em mamiferos, existem trés isoformas de TGF-B: TGF-B1, TGF-B2 e TGF-
B3 (Javelaud et al., 2008). No cancer, TGF-3 apresenta papel complexo ja que nos estdgios
iniciais do processo tumoral pode exercer efeitos anti-mitogénicos e supressores de tumor,
e em estdgio avancado passa a ter acdo critica na angiogénese € imunosupressao,
fornecendo um microambiente apropriado para o crescimento do tumor e metdstase
(Revisado por Javelaud et al., 2008). Além da via cldssica induzida por TGF-3 (dependente
de Smads), outras proteinas e vias de sinalizacdo (independentes de Smads) podem ser
ativadas por TGF-B e desempenham papéis importantes nos estagios avancados da
progressao tumoral. Entre elas estdo as vias da MAPK/ERK, p38, JNK, PI3K/AKT/mTOR,
além de proteinas GTPases Rho, que participam dos processos de reorganizacdo do
citoesqueleto, migracdo e invasdo durante a metédstase (Revisado por Lamouille & Derynck,
2011).

O aumento da expressdo e secre¢cdo de TGF- tem sido reportado em diferentes
linhagens celulares de melanoma, quando comparados com melandcitos normais (revisado
por Javelaud et al., 2008). Em pacientes com melanoma, os niveis de TGF-B no plasma
também t€m se mostrado elevados, especialmente nos individuos com lesdes metastéticas
(Krasagakis et al., 1998). De uma forma geral, o desenvolvimento e progressio do

melanoma maligno tém sido caracterizados por resisténcia aos efeitos supressores de tumor
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de TGF-f, e altos niveis de expressdo de TGF-B devem, na verdade, fornecer vantagens
seletivas para melanomas com alto potencial invasivo e metastatico (Revisado por Lasfar &
Cohen-Solal, 2010). Entre as trés isoformas de TGF- expressas em mamiferos, as
isoformas TGF-B2 e TGF-f3, ndo expressas em melandcitos normais, mostraram ser
expressas ja nos estdgios iniciais de progressdo do melanoma, sendo essa expressdao
aumentada durante a progressdo tumoral (van Belle et al., 1996; revisado por Javelaud et
al., 2008).

Um segundo objetivo planejado para este trabalho seria o silenciamento do TGF-32
nas células de melanoma, utilizando, para isso, siRNAs especificos contra TGF-f32.
Diversos experimentos de silenciamento foram realizados, utilizando varios siRNAs de
sequéncias distintas, porém todos os resultados foram instisfatorios. Inimeros parametros
de transfeccdo foram alterados na tentativa de obter uma melhora na eficiéncia de
transfec¢cdo. Entretanto, como podemos ver na figura 28 (A e B), que representa uma das
tentativas de silenciamento do TGF-B2 utilizando 50 nM de dois siRNAs distintos, o
procedimento ndo foi capaz de silenciar alguns dos principais alvos do TGF-B (como as
proteinas AKT, ERK1/2, c-myc e MMP-2). Nem mesmo TGF-B2 foi silenciado nesses
experimentos (Figura 28A e 28B), o que prova a total ineficiéncia do procedimento de
silenciamento para esta proteina nas células de melanoma.

Surpreendentemente, a expressdo ectopica de miR-34a foi capaz de reduzir em
aproximadamente 80% a expressdo do TGF-B2 nas células de melanoma (Figura 28C).
Existem alguns trabalhos recentes na literatura associando miR-34a com a via do TGF-p.
Um desses trabalhos, mostrou que miR-34a inibe a via do TGF- através de silenciamento

da proteina Smad4 (Genovese et al., 2012). Outros trabalhos mostram ainda que, o aumento
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na atividade da via do TGF-f suprime a expressdo de miR-34a (Yang et al., 2012), e que o
silenciamento do TGF-B1 leva ao aumento na expressdao de miR-34a (Dogar et al., 2011).
Entretanto, este é o primeiro estudo a mostrar que miR-34a pode promover o silenciamento

da isoforma atipica TGF-B2 em células tumorais.
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Figura 28. Andlise da expressdo de TGF-f2 e seus alvos apos transfeccio de células
SK-mel-103 com siRNA contra TGF-f2 ou transfec¢cdo com mimico do miR-34a.
Células SK-mel-103 foram transfectadas 50 nM de siRNA1 e 50 nM de siRNA2 contra
TGF-B2, simultaneamente, ¢ amostras para Western Blotting foram coletadas 48 horas
ap6s a transfeccdo. (A) Imagem dos blottings para as proteinas TGF-B2, AKT-1,
ERK1/2, c-myc e MMP-2. A proteina GAPDH foi utilizada como controle interno. (B)
Andlise densitométrica dos blottings. (C) Imagem e andlise densitométrica do blotting
para TGF-B2 em células de melanoma transfectadas com 50 nM de miR-34a por 48
horas. Os resultados sdo apresentados como porcentagem do grupo controle LIPO (%
CTL LIPO) (n = 3 experimentos distintos, P < 0.05). Valores sdao média + EPM. *
diferenca significativa vs CTL LIPO. Teste “t” de Student.

98



Anadlise da expressdo de fosfatases com acdo promotora ou supressora de tumor apos

transfeccdo de células SK-mel-103 com mimico do miR-34a

A fosforilacdo e desfosfolilagdo de proteinas, processos mediados por proteinas
quinases e fosfatases, respectivamente, sdo eventos fundamentais na coordenacdo de
fungdes celulares, como crescimento, divisdo celular, ades@do e motilidade. Dado seu
importante papel no funcionamento celular normal, a desregulacdo na expressdo e/ou
atividade de fosfatases tem sido implicada como componente-chave na progressdo de
alguns tipos de canceres humanos (Revisado por Barr, 2010; Revisado por Julien et al.,
2011). Sendo assim, no presente trabalho também avaliamos o papel de miR-34a na
expressao de algumas fosfatases importantes para o contexto tumoral.

A Figura 29 mostra a expressao das fosfatases: PP1la, envolvida na desfosforilacao
da proteina pRb e consequente inibicao do ciclo celular (Durfee et al., 1993); PP2A a e 3,
que juntamente com a PTEN participa da inibicdo da via da AKT (Guénin et al., 2008);
PTP4A3 (ou PRL-3), associada com aumento da proliferacdo celular, motilidade e
potencial metastitico (Revisado por Guzinska-Ustymowicz & Pryczynicz, 2011);
LMWPTP, envolvida com o aumento da agressividade tumoral (Revisado por Souza et al.,
2009) e capacidade de invasdo (Chiarugi, 2004); e SHP-2, que media a ativacdo da via da
ERK (revisado por Matozaki et al., 2009). A expressao ectdpica de miR-34a ndo promoveu
alteracdo significativa na expressdo de nenhuma dessas fosfatases em células de melanoma.
De todas as fosfatases analisadas neste trabalho, apenas a PTEN teve sua expressao

alterada, dado que ja foi discutido anteriormente.
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Figura 29. Expressdao de fosfatases apos transfeccdo de células SK-mel-103 com
mimico do miR-34a. Células SK-mel-103 foram transfectadas com 50 nM de mimico do
miR-34a e amostras para Western Blotting foram coletadas 48 horas apds a transfeccao.
Células controle foram tratadas com a mesma quantidade de lipofectamina utilizada para
as transfeccdes. (A) Imagens dos blottings para as fosfatases PPla, PP2A o e P,
PTP4A3, LMWPTP e SHP-2. A proteina GAPDH foi utilizada como controle interno.
(B) Andlise densitométrica dos blottings. Os resultados sdao apresentados como
porcentagem do grupo controle LIPO (% CTL LIPO) (n = 3 experimentos distintos, P >
0.05). Valores sdao média = EPM. Teste “t” de Student.
miR-34a altera a expressdo de c-myc e ROCK-1, marcadores importantes para a

progressao do melanoma

A proteina c-myc € uma oncoproteina que atua na regulacdo transcricional de genes
envolvidos com proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose. Em muitos canceres, como
em melanomas (Revisado por Polsky & Cordon-Cardo, 2003), c-myc encontra-se
superexpresso, o que fornece vantagens proliferativas, antiapoptdticas e também
angiogénicas as células tumorais (Revisado por Baudino & Cleveland, 2001). Diversos
estudos t&ém mostrado que a expressdo de c-myc € necessdria, e suficiente, para que a

maioria das células entre na fase S do ciclo celular e ative a angiogénese, enquanto que sua

inibi¢do promove parada do ciclo celular e diferenciacdo terminal (Revisado por Baudino &
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Cleveland, 2001). Sua expressdo também foi avaliada no presente trabalho, e como
mostrado na figura 30, foi reduzido em 30% nas células de melanoma transfectadas com
miR-34a. A reducdo na expressdo de c-myc pode ter ocorrido por acdo direta de miR-34a,
j4 que essa proteina foi apontada como um alvo direto de miR-34a ativa (Christoffersen et
al., 2010; Yamamura et al., 2012(a); Yamamura et al., 2012(b)), ou pode ainda ter ocorrido
por agdo indireta via reducdo nos niveis de PB-catenina (Revisado por MacDonald et al.,
2009).

A familia Rho de GTPases, que inclui Rho, Rac e Cdc42, estd envolvida em
multiplos eventos celulares, incluindo progressio do ciclo celular, crescimento,
diferenciagdo, reorganizacdo do citoesqueleto e motilidade. A serina/treonina quinase
ROCK (ROCK-1 e ROCK-2) tem sido apontada como um dos principais alvos de Rho
GTPases, em especial da RhoA, desempenhando importante papel na sinalizacdo mediada
por Rho (Revisado por Karlsson et al., 2009; Revisado por Narumiya et al., 2009). Como
mostrado na figura 30, a expressdao de ROCK-1 foi reduzida em 50% apds transfecio de
células de melanoma com miR-34a. A sinaliza¢do via Rho/ROCK tem sido implicada na
migracdo e metdstase de células tumorais. Como exemplo, Zohrabian e colaboradores
(2009) mostraram que a inibicdo da ROCK foi capaz de reduzir a migracdo de células de
glioblastoma LLN-18. Além disso, nesse mesmo estudo os autores mostraram que a inibicao
da ROCK promove redugdo nos niveis de ERK fosforilada. Além de exercer efeitos sobre a
motilidade celular, outro estudo mostrou que a inibicdo da via Rho/ROCK € capaz de
potencializar a inibicdo do crescimento e apoptose induzidos pelo tratamento com o
quimioterdpico cisplatina em células de cancer de ovério (Ohta et al., 2012). Sabendo disso,
€ possivel supor que a reducdo nos niveis de ROCK-1 observada apds transfeccao das

células de melanoma com miR-34a contribua para reduzir a agressividade e capacidade

101



invasiva desse cancer. A proteina ROCK-1 nio foi descrita, até entdo, como alvo direto de
miR-34a. Sendo assim, € possivel que um efeito indireto de miR-34a, mediado por agcdo de
outras proteinas e vias de sinalizacdo, participe na alteracdo da expressao dessa proteina.

As proteinas UBC-3 e YB-1, outros alvos de interesse no contexto tumoral, ndo
tiveram seus niveis de expressdo alterados pela transfeccio com miR-34a (Figura 30). A
proteina UBC-3 estd envolvida com o processo de ubiquitinacio e degradacdo de proteinas
importantes no cancer como p27 (Pagano et al., 1995) e B-catenina (Semplici et al., 2002).
Ja a proteina YB-1 estd envolvida com o aumento da transcri¢io de ciclina A, ciclina B1,
MMP-2 e MDR-1 e reducdo da transcri¢dao de Fas e p53 (Uchiumi et al., 1993; Mertens et

al., 1997; Lasham et al., 2000; Jurchott et al., 2003; Lasham et al., 2003; Homer et al.,

2005).
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Figura 30. Expressdo de marcadores importantes para a progressdo do melanoma apds
transfecc¢do de células SK-mel-103 com mimico do miR-34a. Células SK-mel-103 foram
transfectadas com 50 nM de mimico do miR-34a e amostras para Western Blotting foram
coletadas 48 horas apds a transfeccdo. Células controle foram tratadas com a mesma
quantidade de lipofectamina utilizada para as transfec¢des. (A) Imagens dos blottings
para as proteinas c-myc, ROCK-1, UBC-3 e YB-1. A proteina GAPDH foi utilizada como
controle interno. (B) Andlise densitométrica dos blottings. Os resultados sdo apresentados
como porcentagem do grupo controle LIPO (% CTL LIPO) (n = 3 experimentos distintos,
P <0.05). Valores sdo média + EPM. * diferenca significativa vs CTL LIPO. Teste “t” de
Student.
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5. CONCLUSOES

A expressao ectopica de miR-34a em células de melanoma metastatico humano, da
linhagem SK-mel-103, foi capaz de promover inimeras alteracdes moleculares que
culminaram com a redug¢do na viabilidade dessas células. As principais alteracoes
moleculares, descritas anteriormente neste trabalho, estio esquematizadas na figura 31.
Resumidamente, as alteracdes promovidas por este microRNA foram:

* Reducio tempo-dependente na viabilidade das células de melanoma;
* Bloqueio do ciclo celular através de reducdo na expressdo das proteinas CDK4,

CDKa®6, E2F3 e pRb e aumento na expressao de p21;

* Inducdo de morte celular por apoptose, através do aumento da expressdo das
proteinas Bax, Caspase-3 clivada e PARP-1 clivada.

* Aumento na expressdo e transloca¢do nuclear do fator de transcricdo p53, o que
deve estar envolvido com o aumento na expressao das proteinas p21 e Bax;

* Aumento na atividade da fosfatase PTEN e consequente redu¢do na atividade da
proteina quinase AKT;

* Reducido na expressdao do receptor tirosina quinase Axl, o que deve estar envolvido
com a reducdo na atividade das quinases AKT e ERK1/2;

* Redugdo na expressdo de B-catenina ativa, provavelmente induzida por acdo direta
de miR-34a e também pela reducao nos niveis de AKT ativa;

* Reducio na expressdo de c-myc, que pode ter ocorrido por acdo direta de miR-34a e
também pela redugdo nos niveis de B-catenina ativa;

* Reducdo na expressio de TGF-B2, o que pode estar associado a reducdo na

atividade das quinases AKT e ERK1/2;
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* Aumento no fluxo autofiagico, o que ndo foi associado a alteracdes adicionais na
viabilidade das células de melanoma;
* Inducgdo de estresse de reticulo, detectado pelo aumento na expressdo da proteina

IRE-1 e pela formagao de agregados toxicos de proteinas.

Os resultados observados aqui deixaram claro que o aumento da expressao de miR-
34a pode representar uma estratégia benéfica na terapia do melanoma avangado, por
atuar na reducdo da expressdo de marcadores associados a proliferacdo celular,
sobrevivéncia e migracdo, € aumento na expressao de marcadores associados a morte

celular.
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Figura 31. Resumo esquemdtico das principais alteracoes moleculares induzidas pela expressao
ectopica de miR-34a em células de melanoma metastdtico humano. Todos os experimentos foram
realizados utilizando a linhagem de melanoma metastitico humano SK-mel-103. Alteragdes
moleculares na via de sinalizagdo da p53 (A), da AKT (B), da ERK1/2 (C) e da B-catenina (D). No
esquema estdo representadas, no interior de quadros cinza, as principais respostas celulares envolvidas
com as alteracdes moleculares. Importante: As ligacdes entre as proteinas na via nao refletem,
necessariamente, interagOes diretas entre as mesmas. Além disso, € preciso deixar claro que outros
mecanismos, niao representados na figura, também podem estar contribuindo para as alteracdes
observadas. Setas vermelhas para cima: Expressdo e/ou atividade aumentada; Setas vermelhas para
baixo: Expressdo e/ou atividade reduzida; = : Efeito estimulatorio; = :Efeito inibitdrio.
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