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“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos capazes de
resolver os problemas causados pela forma como nos acostumamos a ver o mundo”.
(Albert Einstein)



RESUMO

MORAIS, PF. NADPH Oxidase Nox1 do hospedeiro contribui para a manutencao
do microambiente redox e crescimento do melanoma. 2019,76f. Dissertacdo
(Mestrado em farmacologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo
Paulo, Sao Paulo, 2019.

Alteracdes no estado redox celular fazem parte de mecanismos que a célula utiliza
para integrar informacdes e coordenar complexas vias de sinalizagéo envolvidas na
progressao tumoral. Varios estudos mostraram que espécies reativas de oxigénio
geradas pela NADPH oxidase sdo essenciais para a proliferacdo e sobrevivéncia do
melanoma. A expressdo de Nox1l em células de melanoma promove o crescimento
deste tumor. No entanto, o papel de Nox1 do hospedeiro no crescimento do melanoma
ainda precisa ser melhor caracterizado. Diante disto, nosso trabalho teve por objetivo
compreender o papel da Nox1 do hospedeiro ho microambiente redox do melanoma.
Para isto, utilizamos modelos, in vivo, de camundongos fémeas C57BI/6, com dez
semanas de idade, do tipo selvagem (WT) e deficientes de Nox1 (Nox1-/-) nas quais
foram inoculadas subcutaneamente células de melanoma murino B16F10. Apds 15
dias da inoculacdo, os tumores foram removidos, medidos e pesados. A média do
volume tumoral (n=12; média + erro padrdo) foi de 0,9619 + 0,2241 cm? para os
animais do grupo WT e 0,4181 + 0,1303 para o grupo Nox1-/- (P < 0.05). As vias de
crescimento dependentes de Nox1 foram analisadas no tumor. Entretanto ndo foram
observadas alteracdes na ativacdo das vias de sinalizacdo do EGFR e MAPK (ERK
1/2, p-38 MAPK e JNK), AKT, STAT3 e também nos marcadores de apoptoses
(relacdo BCL2/BAX). A deficiéncia de Nox1 no hospedeiro levou a uma reducao na
producdo de ROS que alterou 0o microambiente redox tumoral. Como resultado,
verificamos, através do gPCR, niveis mais baixos de Nox1 e Nox4 nos melanoma de
camundongos Nox1-/-. A deficiéncia de Noxl do hospedeiro também afetou a
proliferacéo celular do melanoma e reduziu a angiogénese tumoral, verificados por um
aumento de p21, p27 e diminuic¢do de ciclina E, indicando uma parada do ciclo celular
em G1 e pela diminui¢cdo dos niveis de mRNA de VEFGA (p <0,05), respectivamente.
Em conjunto, estas alteracbes causaram uma parada no crescimento do tumor.
Considerando estudos que apontaram o envolvimento de Nox1 na diferenciacao de

células imunes e consequentemente crescimento tumoral, analisamos as populacdes



de células do infiltrado. No entanto, a analise de FACS, ndo mostrou que a deficiéncia
de Nox1 no hospedeiro afeta as popula¢cdes de macrofagos ou linfécitos. A partir de
todos os resultados encontrados neste estudo, podemos concluir que Nox1l do
hospedeiro é uma fonte importante de ROS para o microambiente tumoral. De fato, o
crescimento do melanoma em um microambiente com deficiéncia de Nox1 foi menor.
Portanto, propomos uma nova perspectiva para o tratamento do melanoma atraves

do controle redox desta doenca usando inibidores de Nox1.

Palavras-chave: Melanoma. NADPH oxidases. Nox1. Microambiente tumoral.



ABSTRACT

MORAIS, PF. Host NADPH Oxidase Nox1 Contributes to Maintaining Redox
Microenvironment and Melanoma Growth. 2019.76f. Dissertation (Master in
Pharmacology) - Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo, Sao Paulo,
2019.

Changes in the cellular redox state is one mechanism by which the cell integrates
information and coordinates complex signaling pathways involved in tumor
progression. Several studies have demonstrated that reactive oxygen species
generated by NADPH oxidase are essential for melanoma proliferation and
survival.Noxlexpression in melanoma cells promotes tumor growth. However, the role
of host Nox1 in melanoma growth remains to be fully characterized. Therefore, our
work aimed to understand the role of host Nox1l in the melanoma redox
microenvironment. We used C57BI/6 wild type (WT) and Nox1 lacking (Nox1-/-) mice
in which we inoculated subcutaneously B16F10 murine melanoma cells. After 15 days
of the inoculation, the tumors were removed, measured and weighed. The mean
volume of tumor (n=12; mean + S.E) was 0,9619 + 0,2241 cm? for the WT group and
0,4181 + 0,1303 for the Nox1-/- group (p <0.05). Nox1 dependent growth pathways
was determined in the tumor. No change in the activation of EGFR and MAPK signaling
pathways (ERK 1/2, p-38 MAPK and JNK), AKT, STAT3, and also, BCL2/BAX ratio
were observed. The host Nox1 deficiency led to a reduction in ROS production which
changed the redox tumor microenvironment. As a result, we checked, through gPCR,
lower levels of both Nox1 and of Nox4 in melanoma tumors from Nox1-/- mice. The
host Nox1 deficiency also affected melanoma cell proliferation and reduced tumor
angiogenesis verified by increased p21, p27, and reduced cyclin E, indicating G1 cell
cycle arrest, and decreased VEFGA mRNA levels, (p < 0.05), respectively. Taken
together it’s, ultimately, causing a growth arrest in the tumor. Considering studies that
pointed the involvement of Nox1 in immune cells differentiation and consequently
tumor growth, we analyzed cell populations of the infiltrate. However, FACS analysis
does not showed that host Noxl deficiency affect macrophages or lymphocytes
populations. As from all the results found in this study, we can conclude that host Nox1
is an important source of ROS to the tumor microenvironment. In fact, melanoma

growth in a Nox1 deficient microenvironment was lower. Therefore, we proposes a new



perspective in melanoma treatment through the redox control of the disease using
Nox1 inhibitors.

Key words: Melanoma. NADPH oxidases. Nox1. Tumor microenvironment.
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1 INTRODUCAO

Os diversos tipos de cancer estdo entre as principais causas de morte,
representando a segunda maior causa de mortes no mundo. A nivel global, uma em
cada seis mortes séo relacionadas a doenca (OPAS, 2018). De acordo com dados do
Instituto Nacional do cancer (INCA), a estimativa para o Brasil, biénio 2018-2019, é
gue surjam cerca de 600 mil novos casos de cancer por ano, sendo, 170 mil destes,
de cancer de pele ndo melanémico. Apesar do cancer de pele ser o mais comum, em
homens e mulheres, no Brasil, correspondendo a 30% de todos os tumores malignos
registrados no pais, o melanoma representa somente 3% das neoplasias malignas do
6rgdo. E um tipo de cancer que tem baixa incidéncia, porém sua letalidade é elevada,
e é grave devido sua alta possibilidade de metastase (INCA, 2018).

As células de melanoma, assim como outros tumores, apresentam sinalizacao
redox alterada com niveis mais elevados de espécies reativas de oxigénio (ROS) do
que o necessario para sinalizagéo celular normal (ROUAUD et al., 2016). As ROS séo
um grupo de moléculas produzidas durante o metabolismo e também por enzimas,
como as NADPH oxidases, que agem como moléculas sinalizadoras fundamentais em
baixas concentracfes. Os altos niveis de ROS, produzidos em células tumorigénicas,
séo benéficos para a tumorigénese e promovem vias de sinalizagéo responsaveis pela
proliferacdo, atividades metabdlicas aberrantes e angiogénese (GWANGWA,
JOUBERT; VISAGIE, 2018). O elevado nivel de ROS em melanoma primario e
metastatico esta associado a superexpressao de duas isoformas das enzimas NADPH
oxidase (Nox): Nox1 e Nox4. Estudos demonstraram que a atividade de Nox1l e os
niveis desta proteina aumentaram apoOs exposicdo a radiacdo UV, nas células
primarias de melanoma, e podem ser responsaveis pelo acimulo de ROS nos nevos
displasicos (ROUAUD et al., 2016; VENZA et al., 2015).

O elevado nivel de ROS nas células tumorais pode promover a proliferacao
celular e, em muitos casos, pode ser acoplado a adapta¢gdes redox para promover a
sobrevivéncia celular e resisténcia a drogas. Diante disto, a modulagcdo redox no
cancer vem sendo estudada como uma estratégia distinta que permitiria seletividade
terapéutica e superar a resisténcia aos medicamentos. Existem duas estratégias
terapéuticas redox opostas para o tratamento do cancer. Uma abordagem € o

aumento da geracdo de ROS, tratando as células cancerigenas com agentes
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farmacoldgicos com propriedades pré-oxidantes. Se o aumento de ROS atingir um
certo nivel limiar que é incompativel com a sobrevivéncia celular podera exercer um
efeito citotoxico, levando a morte de células malignas e, assim, limitando a progresséo
do cancer. A outra abordagem consiste em aumentar a capacidade de eliminacéo das
ROS usando antioxidantes, interrompendo a sinalizacdo de ROS, suprimindo o
crescimento do tumor (TRACHOOTHAM; ALEXANDRE; HUANG, 2009).

Um estudo feito com a utilizacdo de nanoparticulas de cobre que promoveu o
aumento de ROS, em melanoma subcutaneo de camundongo, demonstrou reducéo
significativa do crescimento do tumor, inibicAo de metastase e aumentou a taxa de
sobrevida dos animais. O aumento dos niveis de ROS provocados pelas
nanoparticulas gerou estresse oxidativo, e morte celular por apoptose (MISHRA et al.,
2018). No entanto, sob estresse oxidativo intrinseco persistente, muitas células
cancerigenas sofrem adaptacdo redox, aumentando a capacidade antioxidante
intracelular, que pode ser conferida pelo GSH e tioredoxina em grande parte,
tornando-se resistentes ao estresse e a certos agentes anticancer (TRACHOOTHAM,;
ALEXANDRE; HUANG, 2009). Por outro lado, estudos utilizando varios antioxidantes
em ensaios clinicos, ndo se mostraram promissores como uma abordagem
terapéutica para combater os mecanismos dependentes de ROS no cancer, pois seu
uso foi associado ao aumento da incidéncia e progressao tumoral (BJELAKOVIC et
al., 2007), inclusive no melanoma em camundongos (GAL et al., 2015). Esse efeito
adverso dos antioxidantes pode estar relacionado a prevencdo de danos oxidativos
em tumores ja estabelecidos e, portanto, promover a sobrevivéncia das células
tumorais e inibicdo da apoptose mediada por ROS (HALLIWELL, 2000). Ademais,
evidéncias experimentais mostram que os antioxidantes podem diminuir a atividade
antitumoral mediada por ROS de agentes anticancer, incluindo paclitaxel
(ALEXANDRE et al., 2006) e radioterapia (BAIRATI et al., 2005).

A compreensdo da modulagdo redox nas ceélulas tumorais e células do
microambiente tumoral € complexa. A estratégia de reduzir as ROS utilizando
antioxidantes € muito abrangente e inespecifica, tendo em vista que estes compostos
podem interagir com diversas moléculas. O desenvolvimento de inibidores especificos
de ROS tem se mostrado importante devido aos maus resultados das terapias
baseadas em antioxidantes. Seguindo essa linha de estudos sobre a modulacao redox

no cancer como estratégia terapéutica para tratamento e superacdo da resisténcia
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medicamentosa, nosso estudo ira investigar se a inibicdo especifica de uma via
produtora de ROS, Nox1l do hospedeiro, afetard a homeostase do microambiente

redox tumoral, interferindo no crescimento tumoral do melanoma.

1.1 Melanoma

O melanoma é um cancer que tém origem nos melandcitos, células produtoras
do pigmento melanina. Os melandcitos encontram-se como células individuais na
camada basal da epiderme formando interagBes heterotipicas com queratinécitos
vizinhos, as células mais abundantes da pele. A proliferacdo e ativacdo dos
melandcitos é controlada por queratinécitos através de um sistema de fatores de
crescimento paracrino e molécula de adesdo celular. Os melanécitos normais
produzem e subsequentemente transferem melanossomas, produtores de pigmento,
para queratindcitos vizinhos, cuja funcdo é proteger os queratindcitos dos efeitos
prejudiciais da radiacdo UV (ultravioleta) (CICHOREK et al.,, 2013; DAMSKY;
ROSENBAUM; BOSENBERG, 2011). A melanina liberada do melanossoma se
acumula préximo ao nucleo celular para evitar que a luz UV promova danos ao DNA
(MEYLE; GULDBERG, 2009). O melanoma surge de uma transformacao maligna dos
melandcitos, alterac6es moleculares e cromossbémicas estdo envolvidas na evolucao
do melanoma (CARLSON et al., 2005).

Os fatores de risco para o melanoma decorrem de uma interagdo entre
suscetibilidade genética e a exposicdo ambiental. A radiacdo ultravioleta é o fator
ambiental de maior relevancia pois tem efeito imunossupressor sobre a pele, aumenta
a producao local de fatores de crescimento, causa alteracdes genéticas na pele e
induz a formacao de espécies reativas de oxigénio que causam uma lesdo no DNA.
Os fatores de risco intrinsecos ao individuo s&o: historico familiar de melanoma,
multiplos benignos e atipicos nevos (“pintas”), e suscetibilidade genética. Vinte e nove
a 49% dos casos de melanoma nédo familiar ocorre na presenca de um nevo displasico
pré-existente. Quando se fala de historico familiar 25 a 40 por cento dos membros de
familias propensas ao melanoma apresentam mutacdes no inibidor de quinases
dependente de ciclina 2A (CDKN2A) e algumas familias tém raras mutagfes na
quinase 4 dependente de ciclina (CDK4), ambos estdo envolvidos na regulacao do
ciclo celular (MILLER; MIHM, 2006; RASTRELLI et al., 2014). De todas as vias de
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sinalizacdo envolvidas no desenvolvimento do melanoma a via MAPK (via
RAS/BRAF/MEK/ERK/MPA), envolvida no controle dos sinais de crescimento celular,
sobrevivéncia celular e invasdo, parece desempenhar um papel importante no
comportamento oncogénico do melanoma. As mutacdes que afetam o BRAF,
principalmente no dominio da quinase (V600E), foram encontradas em mais de 50%
dos melanomas (CARLSON et al., 2005).

O diagnéstico do melanoma se baseia nas caracteristicas morfologicas da
lesdo cutanea, segundo a "regra ABCDE" (assimetria, irregularidade da borda,
variagédo da cor, didmetro e evolugéo ao longo do tempo). Os critérios “ABCD” foram
desenvolvidos em 1985 e sao utilizados até hoje oferecendo uma preciséo entorno de
60% a 80%. Atualmente a dermatoscopia, uma técnica diagnostica nao invasiva para
observacéo in vivo da pele, aumentou a precisdo da deteccdo do melanoma para até
95%(CIARLETTA; FORET; AMAR, 2011; RASTRELLI et al., 2014).

O tratamento para 0os melanomas primarios ocorre normalmente através de
excisdo cirurgica, o que produz uma alta taxa de sobrevivéncia. No entanto, apés a
metéstase, a excisao cirdrgica do tumor nao é tao eficiente, produzindo uma taxa de
10% de sobrevivéncia em cinco anos (LIU; SHEIKH, 2014). Nesta situacdo torna-se
necessario associar outras estratégias terapéuticas para tratar a metastase, como a
utilizacdo de quimioterapia convencional e terapias alvo. No entanto, células de
melanoma exibem resisténcia intrinseca a quimioterapia através de varios
mecanismos. Com relacdo a terapia alvo, a utilizacdo de inibidores de BRAF induz
rapida regressdo do melanoma metastatico mas gera rapida resisténcia quando
utilizado isoladamente, sendo, portanto, utilizado em associacdo com inibidores de
MEK pois isto retarda o aparecimento da resisténcia. Uma outra opc¢éo terapéutica
seria a utilizacdo de imunoterapia com medicamentos como Ipilimumab, um anticorpo
monoclonal que bloqueia os receptores CTLA-4 que promovem a regulacdo negativa
da ativacdo dos linfocitos T. Este medicamento foi aprovado como tratamento de
segunda linha para o melanoma metastatico, em 2011 pelo FDA, por mostrar melhora
na sobrevida dos pacientes (MISHRA et al., 2018). Apesar de existirem diferentes
abordagens terapéuticas para o tratamento do melanoma metastatico, este cancer é
de dificil tratamento, pois, a principal barreira para o tratamento das metastases € a
heterogeneidade biologica das células cancerosas na neoplasia primaria e nas
metastaticas (FIDLER, 2003).
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1.2 ROS e Sinalizacdo Redox

As espécies reativas de oxigénio ou ROS (do inglés “Reactive Oxygen
Species”) € um termo amplamente utilizado para abranger radicais de oxigénio e
derivados ndo radicais de oxigénio. As espécies iniciais geradas pela reducdo do
oxigénio, bem como seus produtos reativos secundarios, sdo geralmente
consideradas ROS (WINTERBOURN, 2012). As espécies reativas de oxigénio se
formam continuamente nas células eucariontes como consequéncia do seu
metabolismo aerdbio através da reducgéo parcial do oxigénio (O2) nas mitocéndrias.
Além das mitocdndrias outras organelas como o reticulo endoplasmatico e
peroxissomos podem gerar ROS (SANCHEZ-SANCHEZ, 2014). O reticulo
endoplasmatico produz ROS como um subproduto do dobramento proteico. O
estresse do reticulo pode levar a um aumento na geracdo de ROS em resposta ao
acumulo de proteinas mal dobradas e ndo dobradas. Os peroxissomos produzem
ROS durante a metabolizacdo de acidos graxos de cadeia longa (GAO; SCHOTTKER,
2017). Existem ainda outros sistemas enzimaticos celulares produtores de ROS, como
as xantinas oxidases, oxido nitrico sintetase (NOS), as ciclo-oxigenases, as mono-
oxigenases, as lipo-oxigenases, as NADPH oxidases e o citocromo P450 (EGEA et
al., 2017; SANCHEZ-SANCHEZ, 2014). As ROS (radical superdxido e peroxido de
hidrogénio) derivados das enzimas NADPH oxidases sdo gerados ndo como
subproduto, mas como uma funcdo primaria deste sistema enzimatico (BEDARD;
KRAUSE, 2007). As ROS geradas a partir das NADPH oxidases desempenham um
importante papel em eventos de transducdo de sinal e também na génese e

progressao de diversas doencas, incluindo o cancer (LANDRY; COTTER, 2014).

A sinalizacéo celular mediada pelas ROS se denomina sinalizac&o redox. As
ROS modificam a sinalizacéo celular através da oxidacdo reversivel de moléculas
sinalizadoras. A oxidacdo mediada por espécies reativas eletroliticas e oxidativas que
incluem ROS (espécies reativas de oxigénio), RNS (espécies reativas de nitrogénio)
e RSS (espécies reativas de enxofre), levara a modificagcdes proteicas nos grupos tiois
(S-H) das cisteinas de proteinas redox sensiveis. Estas modificagcbes modulam a
atividade, localizacdo e complexacdo de proteinas sinalizadoras. As propriedades
fisico-quimicas tanto da molécula sinalizadora (ROS) quanto da proteina alvo e a

reatividade cinética sdo importantes na sinalizacao redox (BAK; WEERAPANA, 2015;



19

PARVEZ et al.,, 2018). A reatividade das cisteinas de proteinas redox sensiveis
dependem do seu microambiente e do seu valor de pKa, que quanto mais baixo, entre
3,5 a 5,1, em condi¢cbes de pH fisiologico leva a desprotonacédo dos tidis (SH),
formando anions tiolatos (S-) altamente reativos. Estes, por sua vez, sdo muito
susceptiveis a oxidacdo por ROS e RNS e podem sofrer uma variedade de
modificacdes oxidativas que na maioria das vezes sdo totalmente reversiveis, in vivo,
e utilizam oxidoredutases, como o sistema de tiorredoxina ou glutaredoxina, para

restaurar rapidamente o estado redox original. (BRANDES; SCHMITT; JAKOB, 2009).

A maioria dos tidis proteicos citoplasmaticos tem valores de pKa superiores a
8,0 0 que os torna grupos tidis predominantemente protonado e na sua maioria nao
reativo em pH intracelular. Soma-se a isto, o fato de que em condicdes fisioldgicas
normais o citosol possui um ambiente altamente redutor que mantém a maior parte
dos tiois proteicos no estado reduzido. Isto se deve aos altos niveis de glutationa e
complexos sistemas de enzimas redutoras que mantém o equilibrio entre a glutationa
reduzida (GSH) e sua forma oxidada (GSSG), dentro de niveis fisiolégicos. Um
ambiente global de reducédo celular bem regulado é essencial para a funcdo celular e
para o metabolismo (BRANDES; SCHMITT; JAKOB, 2009; OBRADOR et al., 2019).

As modificacBes oxidativas dos tidis levardo muitas vezes a mudancas na
estrutura das proteinas modulando sua acéo, por ativacao ou inativa¢do. Entretanto o
tipo e a extensdo das modificacdes oxidativas, nas proteinas redox reguladas,
dependerdo do tipo especifico de oxidante, seu nivel absoluto, bem como a
localizacdo subcelular da producdo do oxidante (compartimentalizacdo) e sua
distancia da proteina alvo (BRANDES; SCHMITT; JAKOB, 2009). Portanto, o
conhecimento das vias de sinalizacfes envolvidas, das propriedades fisico-quimicas
e da reatividade cinética das espécies envolvidas na sinalizacdo redox sao de grande
importancia na busca de substancias/mecanismos que possam interferir nesta
sinalizacdo em casos de patogenia geradas por hiperativacdo desta via, ou ainda, o
aumento da geracao local e compartimentalizada destas espécies em um processo
denominado de estresse oxidativo. O estresse oxidativo é gerado por um desequilibrio
entre a producdo de espécies reativas e a capacidade antioxidante celular que resulta
na ativagao patologica de vias celulares e também em dano a macromoléculas como
lipideos e DNA. Vérias doencas estdo relacionadas com a condicdo de estresse

oxidativo, entre elas, doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, metabdlicas,
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inflamatodrias e o cancer (EGEA et al., 2017; LIU; GOMEZ GARCIA; MEYSKENS,
2012).

Existem varias atividades celulares que podem ser reguladas através das ROS,
especialmente 0 H202 (GAO; SCHOTTKER, 2017). Processos celulares essenciais
como proliferacao, diferenciacéo e apoptose (STANIC; KATSUYAMA; MILLER, 2010),
defesa e inflamacéao (BEDARD; KRAUSE, 2007), e processos conhecidos por induzir
oncogéneses como sobrevivéncia celular, invasdo, angiogénese, transformacao,
ativacdo de fatores de transcricdo e de expressado génica, remodelamento do
citoesqueleto e instabilidade gendomica, podem ser regulados por ROS (LANDRY;
COTTER, 2014).

A exposicao das células a espécies reativas ativa diversas vias de sinalizacao.
O H202, por exemplo, estd envolvido na resposta das células a seus ligantes
endogenos, como FGF, EGF, TGF-B, PDGF, VEGF e insulina, potencializando a
resposta celular. Sugerindo, portanto, que a ligacdo do ligante e a ativacdo das
proteinas quinases ligadas ao receptor precisam de ROS para produzir a fosforilacéo
suficiente para desencadear uma resposta biolégica. Uma potencializacdo do efeito
poderia se da através da inativacdo transitoria de fosfatases ou por aumento da
atividade tirosina quinase do receptor. Como exemplo temos o receptor EGFR, cuja
ligacdo ao EGF leva a oxidacao, pelo H202, de um grupo tiol (para um &cido sulfénico)
deste receptor e isto aumenta, portanto, sua atividade de tirosina quinase
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

Diferentes estimulos como fatores de crescimento, citocinas e agonistas de
receptores acoplados a proteina G, podem levar a um aumento dos niveis de H20:.
Este aumento nos niveis das ROS ocorrem através da inducdo ou aumento da
expresséo das enzimas NADPH oxidases (SANCHEZ-SANCHEZ, 2014). O fator de
crescimento VEGF, por exemplo, estimula a producéo de ROS através da ativacao de
enzimas NADPH oxidases nas células endoteliais, a inibicdo destas enzimas
utilizando o inibidor difenileno-iodénio inibiu a producéo de superoxido neste tecido
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; USHIO-FUKAI; ALEXANDER, 2004).

A maioria das ROS sdo extremamente instaveis, com meias-vidas que vao de
106 -10° s, a ROS que tem um tempo de meia vida biolégica maior é o perdxido de

hidrogénio que tém uma meia-vida de menos de um milésimo de segundo (LIU;



21

GOMEZ GARCIA; MEYSKENS, 2012). A distribuicdo espacial de H202 nas células e
tecidos nao é uniforme. Existem gradientes substanciais, tanto do espaco extracelular
como intracelular quanto entre os espacos subcelulares. A concentracéo fisiolégica
intracelular de H202 em geral, em todos os organismos aeroébicos, varia de 0,001uM
até um maximo de 10uM. A concentragéo extracelular de H202, estimado, pode ser
até 100 vezes maior que a concentracdo intracelular. A concentragdo de H202 no
plasma do sague estd entre 1-5uM. Os processos de transducdo de sinal,
crescimento celular e sobrevivéncia mediados por H202 parecem apresentar
respostas doses dependentes. Em niveis intracelulares fisiolégicos baixos (0,001-0,7
MM) eles modificam a transducao do sinal celular estimulando ou inibindo a ativacao
de vias de sinalizacdo. Em altas concentracdes (20-200uM), oxidam varias
macromoléculas celulares causando danos ao DNA, mutagénese e apoptose (figura
1) (PARASCANDOLO; LAUKKANEN, 2019).

Estudos crescentes sobre o papel das ROS vém demonstrando que estas
moléculas apresentam um carater dual, pois 0 aumento excessivo de seus niveis
provoca dano celular ao passo que uma producédo moderada de ROS esta envolvida
no processo de sinalizacdo celular e de expressdo génica (SANCHEZ-SANCHEZ,
2014). Portanto, em niveis citostaticos as ROS levam a manutencdo de processos
bioldgicos, jA em niveis citotéxicos as ROS levam a morte celular e a desregulacdo
imunoldgica. No entanto em niveis supra fisiolégico as ROS promovem tumorigénese
(figura 1) (SIES, 2017; WEINBERG; RAMNATH; NAGRATH, 2019).
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Figura 1. Concentracéo de ROS e seus efeitos correspondentes na fungéo biolégica. Adaptado (SIES,
2017; WEINBERG; RAMNATH; NAGRATH, 2019).
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1.3. NADPH Oxidases

O Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina oxidase, conhecido como
NADPH oxidase, € a principal fonte das ROS ndo mitocondrial. Esta € uma familia de
proteinas transmembranares, que consiste em uma flavoproteina, que transfere
elétrons através das membranas bioldgicas. O aceptor final destes elétrons é o

oxigénio, e o0 produto desta reacdo de transferéncia é o radical superoxido
(WINTERBOURN, 2008). Para catalisar a redugcédo do Oz a O2"as NADPH oxidases

utilizam NAD (P)H citosélico como doador de elétrons da reacdo. Uma vez que o
complexo NADPH oxidase é ativado, um elétron do NADPH citosolico é transferido
para o oxigénio no lado extracelular (MA et al., 2017; PARAVICINI; TOUYZ, 2008). O
superoxido produzido pelas NADPH oxidases podem adentrar as células através do
canal 3 para cloro (CIC3) ou o superéxido € dismutado, pela superdxido dismutase
extracelular (SOD-EC), a peroxido de hidrogénio que adentra as células por canais de
aquaporina (Figura 2) (BIENERT et al., 2007; FISHER, 2009).
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Figura 2. Geracdo de espécies reativas de oxigénio pela NADPH oxidase ativada (Nox). Adaptado
(FISHER, 2009).

Existem sete membros da familia de enzimas Nox/ Duox em humanos: Nox1,
Nox2, Nox3, Nox4, Nox5, Duox1l e Duox2. A funcéo biologica da familia NADPH
oxidase é a producao de espécies reativas de oxigénios (ROS) como Oz~ e H202 que
estdo amplamente envolvidos na sinalizagéo e regulagao celular (WINTERBOURN,
2008). A diferenca entre os membros da familia Nox reside em suas subunidades

reguladoras e nos requisitos para ativagao do complexo. Podemos classificar a familia
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Nox em dois grupos: Noxes dependente de p22phox, proteina transmembranar que é
necesséria para estabilizacdo da subunidade catalitica, e Noxes dependente de
calcio. As Noxes dependentes de p22phox sdo as Nox1, Nox2, Nox3 e Nox4 e as
dependentes de célcio sdo Nox5, Duoxl e Duox2 (SANCHEZ-SANCHEZ, 2014).
Diferentemente das outras isoformas, a Nox4 é constitutivamente ativa (BRANDES;
WEISSMANN; SCHRODER, 2014).

Todos os membros da familia Nox possuem uma subunidade catalitica com
seis dominios transmembranares altamente conservados cuja estrutura designa a
isoforma a que a enzima pertence (Nox 1-5 ou Duox 1, 2). Os dominios
transmembranares Il e V contém cada um duas histidinas que se unem a grupos
hemes localizados no terceiro e quinto segmento transmembranar. Nas proteinas
Duox as histidinas estéo localizadas no quarto e quinto dominio transmembranar. O
terminal citoplasmatico COOH contém dominios conservados de dinucleotideo de
flavina e adenina (FAD) e NADPH (Figura 3). Considerando-se que a estrutura
catalitica é altamente conservada para os sete membros da familia Nox a reacéo
catalisada pela enzima sera a mesma para todos os membros. As enzimas Nox séo
transportadoras de um anico elétron. Primeiramente ocorre a transferéncia de dois
elétrons do NADPH ao FAD, por gradiente eletroquimico, a flavina reduzida (FADH2)
ird transferir um elétron por vez para a molécula de ferro do primeiro heme que seguira

para o segundo heme e, finalmente, para o oxigénio (BEDARD; KRAUSE, 2007).

Figura 3. Estrutura do centro catalitico da familia NADPH oxidase (BEDARD; KRAUSE, 2007).

As NADPH oxidases estdo amplamente distribuidas pelos tecidos humanos,

conforme listado na tabela 1. A Nox2 foi a primeira a ser descoberta e desempenha
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um importante papel na defesa do hospedeiro (TEIXEIRA et al., 2017). Esta Nox é
claramente funcional na membrana plasmatica, nos fagossomos e granulos
especificos. A da Noxl se encontra na membrana plasmatica, endossomos e
cavéolas. Nox4 € a isoforma associada ao reticulo endoplasmatico, mas sofre trafego
para muitos outros compartimentos, podendo ser encontrada também nas
mitocondrias, adesdes focais e citoesqueleto, no nlcleo e na membrana. A localizagédo
da Nox5 parece variavel e dinamica, semelhante a outras Noxes, mas existem
algumas evidéncias para uma localizacdo no reticulo endoplasmatico. As Duoxes
maduras se localizam claramente nas membranas plasmaticas (LAURINDO;
ARAUJO; ABRAHAO, 2014).

Enzima Local de expressdo Subunidades reguladoras ROS produzido
Cdlon, musculo liso vascular, endotélio, placenta, préstata, p22 phox , NOXO1, ativador da
NOX1 Utero, pele, osteoclastos, pericitos da retina. NADPH oxidase, Racl Superéxido
Fagdcitos, linfécitos B, cardiomidcitos, hepatdcitos, musculo
liso vascular, fibroblastos, muisculo esquelético, neurénios, |p22 phox, p47 phox, p67 phox,
NOX2 pulmao, corpo carotideo, rim. Racl, Rac2 Superdxido
NOX3 Tecido fetal, ouvido interno, neurénios p22 phox , NOXO1, Racl, Superéxido
Rim, musculo liso vascular, endotélio, osteoclastos, Superoxido /
fibroblastos, queratindcitos, cardiomidcitos, 0sso, ovdrio, p22 phox (constitutivamente Perdxido de
NOX4 pancreas, olho, musculo esquelético, testiculo. activa) hidrogénio
Regulado por célcio e
NOX5 Tecido linféide, testiculo, ovario, prostata, pancreas, bago. fosforilagdo Superdxido
Tiredide, pulmao, glandulas salivares, Trato gastrointestinal, Regulado por célcio e Perdxido de
DUOX1/2 préstata, pancreas. fosforilagdo hidrogénio

Tabela 1. Expresséo tecidual e distribuicdo de Nox/ Duox. Adaptado (TEIXEIRA et al., 2017).

1.3.1 Mecanismo de ativacdo da NADPH Oxidase

A familia das NADPH oxidase, é constituida pela Nox1-Nox5 e Duox 1 e 2. O
protétipo da enzima a Nox2 descoberta inicialmente em fagocitos consiste em um
flavocitocromo b558, associado a membrana regulada pelos componentes citosélicos
(p47phox, p67phox). Quando ativados, os componentes citosolicos se translocam
para a membrana e se acoplam ao flavocitocromo resultando em uma conformagao
favoravel para a transferéncia de elétrons (LEWIS et al., 2010). Este flavocitocromo é
formado pela subunidade catalitica (Nox) do complexo NADPH oxidase e esta
constitutivamente associado a proteina p22phox que € necessaria para estabilizacao
da subunidade catalitica e ligag&do das subunidades reguladoras citosolicas (Figura 4).
As subunidades reguladoras variam de acordo com o complexo de NADPH oxidase
(SANCHEZ-SANCHEZ, 2014). A subunidade ativadora tanto para Nox1 quanto para
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Nox2 é a p67phox ou proteinas homologas (ref) que contém um dominio ativador e
sd0 necessérias para a transferéncia de elétrons pela subunidade catalitica para o
oxigénio molecular gerando o superédxido que € o produto da enzima. A subunidade
organizadora de Noxl € o p47phox e seus homodlogos que quando fosforilado
promove o acoplamento das outras subunidades na subunidade catalitica através da
sua ligagédo ao p22phox (GIMENEZ et al., 2016; LAMBETH; NEISH, 2014; MA et al.,
2017). Outro regulador conhecido da atividade de Noxl € a Racl uma GTPase
necessaria para a ativacdo da enzima (SANCHEZ-SANCHEZ, 2014).

A regulagdo da atividade do sistema Nox1 é dependente da fosforilacdo da
subunidade p47phox. Para que a producdo do superoxido pela Noxl ocorra é
necessario a ativagcdo da subunidade p47phox que decorre da fosforilacdo em
diversas serinas localizadas na regido carboxi terminal da proteina. As subunidades
reguladoras citosolicas p47phox e p67phox, juntamente com a GTPase Racl, sédo
necessarias para a ativacdo do complexo. Alternativamente, Nox1 pode ser ativado
por duas proteinas diferentes, NoxO1 (Nox organizador 1) e NoxAl (Nox ativador 1),

homologos de p47phox e p67phox, respectivamente (GIMENEZ et al., 2016)

As isoformas Nox5, Duox1 e 2 contém um terminal N longo com quatro sitios
de ligacdo ao Ca?*, conhecido como dominio de ligacéo ao calcio (sitios de ligagcdo ao
calcio EF-hand). A Nox5 gera superoxido e as Duox 1-2 geram peréxido de hidrogénio,
como produto, em resposta a elevacdo intracelular do Ca?*(TIRONE et al., 2010).
Nox4 € constitutivamente ativa e ndo necessita de subunidades citosolicas
(LAMBETH; NEISH, 2014).
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Figura 4. Representagéo esquematica da Familia da NADPH oxidase. Adaptado (LAMBETH; NEISH,
2014).
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O gene humano e de camundongo de Nox1 esta localizado no cromossomo X.
A massa molecular de Nox1 varia entre 55-60 kDa. Nox1 se encontra altamente
expressa no epitélio do colon e se encontra em menor quantidade em outros tecidos
como células endoteliais, osteoclasto, placenta, utero, prostata e células do musculo
liso vascular (BEDARD; KRAUSE, 2007).

Nox1 ndo produz superéxido em seu estado basal. E necesséaria a acdo de
algum agonista para a sua ativacdo (NAUSEEF, 2008). Nox1 pode ser induzida por
diversos ligantes de receptor tirosina quinase (RTK) (Figura 5), tais como fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), angiotensina Il (Ang IlI), citocinas como,
por exemplo, proteina morfogénica 6ssea 4 (BMP4) e interferon gama (INF-y) e
interleucinas como (IL)-1B, assim como sua expressao génica também pode ser
induzida pelos mesmos fatores através da ativacdo de vias de sinalizacdo MAPK,
como ERK 1/2 e p-38 (PARASCANDOLO; LAUKKANEN, 2019). A atividade de Nox1
€ regulada por mdultiplos mecanismos: regulacdo transcripcional em resposta a
estimulos, estabilizacédo de proteinas, moléculas reguladoras interagindo com Nox1 e
modificagdes pods-traducionais do complexo NADPH oxidase. Vérios fatores de
transcricdo podem regular a expresséo de Nox1, entre eles estdo a proteina ativadora-
1 (AP-1), fator nuclear kappa-B (NF-kB), fator de transcricdo ativado 1 (ATF-1),
transdutor de sinal e ativador de transcricdo 1/3 (STAT 1/3) (GIMENEZ et al., 2016).
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Figura 5. Estimulagcéo da expressdo de Nox1. A ativacdo da Nox1 por fatores de crescimento induz a
via RAS-ERK1/2 e vias de sinalizacdo RAS-p38MAPK, que estimulard a sintese de mRNA de Nox1
Adaptado de (PARASCANDOLO; LAUKKANEN, 2019).
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1.4 Status redox do Microambiente Tumoral

O microambiente tumoral é um sistema de suporte chave para o crescimento
tumoral. O microambiente tumoral é complexo e inclui dois componentes principais
inter-relacionados: o microambiente tumoral fisico (matriz extracelular, vasos
sanguineos, células endoteliais, estromais e inflamatoérias, e outras estruturas de
suporte do 6rgdo em particular); e o microambiente tumoral fisiolégico (oxigénio, pH,
nutrientes, residuos, moléculas sinalizadoras, espécies redutoras/oxidantes, fatores
de crescimento, fatores pro-tumorigénicos, entre outros). Um importante parametro
fisiologico do microambiente tumoral € a hipdxia tecidual, uma consequéncia da
angiogénese desequilibrada, que estd associada a alteracdes nas vias metabolicas,
incluindo uma maior dependéncia da glicdlise, resultando em acidose tecidual. Tanto
a hipoxia como a acidose afetam o estado redox do tecido e o seu principal
componente intracelular, a glutationa (GSH) (KHRAMTSOV; GILLIES, 2014).

O microambiente redox tumoral € caracterizado por baixo potencial redox e alta
capacidade redutora, devido a superexpressao de GSH encontrados em Varios tipos
de tumor, levando a niveis mais elevados de GSH nos tumores, sendo até varias
vezes maior do que nos tecidos adjacentes. Entretanto elevados niveis de geracao de
ROS intracelular e extracelular e produtos de peroxidacéo lipidica foram detectados
em quase todos os canceres. Um microambiente tumoral extracelular altamente
redutor favorece o fluxo de elétrons dos redutores para o oxigénio dissolvido,
resultando na producéo de superoxido (KHRAMTSOV; GILLIES, 2014).

A alta capacidade redutora, hipdxia e acidose do microambiente tumoral expde
as células cancerigenas e ndo transformadas a producéo elevada de ROS. O estresse
oxidativo correspondente € rigidamente controlado nas células cancerigenas pela
defesa antioxidante superexpressa em um nivel suficiente para garantir uma via de
sinalizacdo para a proliferagéo, evitando ao mesmo tempo um dano oxidativo fatal. No
entanto, 0 mesmo nivel elevado de geracdo de ROS extracelular pode ser altamente
téxico e mutagénico para células normais, devido as atividades significativamente
menores de enzimas antioxidantes e ao contetdo de GSH (KHRAMTSOV; GILLIES,
2014).

Nos tumores, tanto células tumorais como células do microambiente tumoral,

produzem gquantidades substanciais de ROS e fatores de crescimento que podem
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estimular o crescimento e a vascularizacdo do tumor (KIM; BYZOVA, 2014;
WHEELER; SMUTNEY; JUDE SAMULSKI, 2003). Células endoteliais, fibroblastos e
macrofagos associados ao tumor, interagem com as células tumorais determinando a
progressao e crescimento tumoral. Os macréfagos estdo frequentemente presentes
ja no estagio inicial do desenvolvimento do tumor, isto sugere que 0s proprios
macréfagos séo a forca motriz que contribui para o inicio do tumor e/ou progressao
inicial do tumor (LORUSSO; RUEGG, 2008). Na maioria dos canceres, os macréfagos
gue residem no microambiente tumoral exibem o fenétipo M2 que além de mediar o
crescimento e progressdo tumoral, interagem com outras células do sistema
imunoldgico e suprimem a resposta imune antitumoral inata e adaptativa. Alguns
estudos demonstraram que as ROS desempenham um papel chave na diferenciacao
de macrofagos para o fendtipo M2. Estudos feitos em células de mondcitos
demonstraram que a supressédo da expressdo da GTPase Racl, um componente
essencial dos complexos enziméticos Noxl e Nox2 desta célula, bloqueia
eficientemente a diferenciacdo de macrofagos M2. O mesmo ocorre com a utilizacao
do inibidor de NADPH oxidase hidroxianisol butilado (BHA). Sugerindo, portanto, que
0 superoxido derivado das NADPH Oxidases tem um importante papel na
diferenciacdo de macréfagos para o fenétipo M2 (ZHANG et al., 2013).

A proliferacéo, ativacao e diferenciacao de diferentes células do microambiente
tumoral podem ser moduladas por ROS. As ROS podem afetar a proliferacdo e
migracéao de fibroblastos associados ao cancer (CAFs), assim como afetar os subtipos
de fibroblastos. As ROS promovem a conversao de fibroblastos em miofibroblastos.
Nox4 produz as ROS necessérias para a conversdao de fibroblastos em
miofibroblastos, direcionada por TGF-B. ROS gerados por CAFs resulta na secregao
de fatores pro-invasivos que promovem a motilidade celular e neoangiogénese
(COSTA; SCHOLER-DAHIREL; MECHTA-GRIGORIOU, 2014; JAIN et al., 2013). As
ROS também influenciam a fungéo das células T. No sitio inflamatorio, as células T
estdo presentes em um nicho oxidativo devido a liberagdo de ROS por neutrofilos. A
exposicdo persistente a altos niveis de ROS pode inibir a proliferagéo de células T e
levar & apoptose (THOREN et al., 2007). As ROS desempenham um papel duplo na
regulacdo das respostas imunes mediadas por células T. A geracdo de baixos niveis
destas moléculas por curto periodo de tempo € necesséria para a sinalizacéo induzida

pela estimulacdo do receptor de células T, caracterizada pela proliferacao de células
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T, secrecdo de citocinas e eliminagdo de patdgenos por fagocitose. Por outro lado,
altos niveis e exposicdo prolongada as ROS resultam em alteracdo na via de
sinalizacdo do TCR (Receptor de linfécito T) que leva a geracdo de resposta
inflamatoria e agravamento dos disturbios associados (GAMBHIR et al., 2019). Nos
tumores o peroxido de hidrogénio estd envolvido nos mecanismos de ativacao
linfocitaria e na inducdo de angiogénese por estas células durante o crescimento do
tumoral (MONTE; DAVEL; SACERDOTE DE LUSTIG, 1997).

As ROS derivadas de Nox1 e Nox2 estdao envolvidas na diferenciagédo de
mondcitos para macréfagos, na polarizacdo de macrofagos do tipo M2 e na ocorréncia
de macréfagos associados a tumores (TAMs). O nocaute duplo de Nox1/2 em
monaocitos derivados da medula 6ssea de camundongos afetou a diferenciacao destas
células para macréfagos (F4/80+) quando comparados com camundongos WT. A
populacdo de macréfagos M2 também foi reduzida nos camundongos nocautes de
ambas as enzimas. Utilizando-se um modelo tumoral no qual células LLC (leucemia
linfoide crénica) de camundongos foram inoculadas subcutaneamente em
camundongos nocautes de Nox1/2 e camundongos selvagens (WT), observou-se que
a perda de Nox1/2 ndo afetou significativamente a infiltracdo global de macréfagos,
mas diminuiu potencialmente a ocorréncia de TAMs do tipo M2 durante o
desenvolvimento do tumor, ao mesmo tempo também inibiu o crescimento do tumor

bem como a formacéo de foco metastéatico no pulmao (XU et al., 2016).

No microambiente as ROS promovem um cross-talk, ou seja, podem modular
as interacdes entre as células tumorais e as células do microambiente. Desta forma
favorece o crescimento e a progressao tumoral de forma direta, modulando a secrecéo
de fatores pro-tumorais por células do microambiente, ou de forma indireta pela
regulacdo da atividade destas células (COSTA; SCHOLER-DAHIREL; MECHTA-
GRIGORIOU, 2014).

Nas ultimas décadas foram desenvolvidos medicamentos direcionados para
modificar componentes de suporte do microambiente tumoral. Muitos desses ja estao
em uso clinico, como os inibidores de angiogénese, bevacizumabe, e medicamentos
que ativam células imunes, Ipilimumab e Pembrolizumab, contra o tumor. Entretanto
mecanismos compensatorios do hospedeiro podem diminuir ou anular o efeito desses
medicamentos. Neste cenario uma modulacdo redox no microambiente tumoral do

hospedeiro pode contribuir para aumentar a resisténcia as terapias antitumorais
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(SHAKED, 2019; TRACHOOTHAM; ALEXANDRE; HUANG, 2009). Diante disto é
fundamental compreender como uma terapia direcionada contra ROS do
microambiente poderia contribuir para potencializar a terapia antitumoral ou superar a
resisténcia aos tratamentos. Nosso grupo se propds a compreender como a
supressdo de ROS do microambiente, via inibicdo de Nox1 do hospedeiro, pode

contribuir na terapéutica do melanoma.

1.5 NADPH oxidase e Melanoma

O elevado nivel das ROS no céancer € algo ja bem estabelecido para a maioria
dos canceres (EGEA et al.,, 2017). As células de melanoma, assim como, outros
tumores, apresentam niveis mais elevados e patolégicos das ROS (ROUAUD et al.,
2016). A expressao de Nox1l, Nox2 e Nox4 em células cancerigenas promove o
crescimento de tumores e metastases em varios tipos de cancer, incluindo tumores
de melanoma, estdbmago, pancreas e colon (JUHASZ et al., 2017). As NADPH
oxidases Nox1, Nox4 e Nox5 estdo implicadas também na invasdo, metastase e
angiogénese tumoral (figura 6) (PARASCANDOLO; LAUKKANEN, 2019; TEIXEIRA et
al., 2017). A Nox1 esta envolvida com a migracao (PRASAD; KAPPES; KATIYAR,
2016), invasao via inducado de EMT (LIU; GOMEZ GARCIA; MEYSKENS, 2012) e
proliferacdo de células tumorais (ARNOLD et al., 2001; BAUER, 2014; SANCHO;
FABREGAT, 2010).

Varios estudos mostraram que a expressao de Nox1 em células de melanoma
promove o crescimento deste tumor. No entanto, o papel de Nox1 do hospedeiro no
crescimento do melanoma ainda precisa ser melhor caracterizado. Diante disto, nosso
trabalho teve por objetivo compreender o papel da Noxl do hospedeiro no
microambiente redox tumoral do melanoma. O uso de animais deficientes de Nox1
nos permitira compreender melhor a contribuigdo desta enzima para 0 microambiente
tumoral, visto que a inibicdo farmacolégica de Nox1 pode ser inespecifica e envolver
outras isoformas, o que causaria erros na interpretacao dos resultados obtidos. Muitos
estudos de regulacdo redox foram realizados em células em cultura, entretanto, é
preciso ter cuidado na interpretacéo dos resultados. E possivel que células cultivadas
se adaptem a altas concentragdes de oxidantes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).
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Figura 6. Modelo para o papel das NADPH oxidases no desenvolvimento do cancer. A, Oncogenes
ativam constitutivamente as NADPH oxidases que resulta em producdo acumulada das ROS e na
formagdo de danos no DNA e aberragcdes cromossdmicas, levando a instabilidade gendmica e
transformacéo celular. ROS produzidos por NADPH Oxidases, principalmente Nox1/2/4 desempenham
papéis criticos na angiogénese durante a carcinogénese. NOXs, também pode desempenhar um papel
critico na supressado imunolégica do cancer, especialmente nas células supressoras derivadas de
células mieloides (MDSC). Nox1 e Nox2 favorecem a sobrevivéncia em numerosos tipos de células
através da inibicdo da apoptose. B, a transformagéo celular resulta em superexpressédo de NOXs em
muitos canceres. A Nox1 e Nox4 sdo encontradas em diversos tipos de tumores incluindo melanoma,
cancer de prostata, tireoide, mama, bexiga, rim e célon. A superexpressdo de Nox5 foi observada no
cancer de esbfago. A superexpressédo de Nox leva a produ¢édo acumulada de ROS, o que, por sua vez,
pode aumentar a sobrevivéncia e a proliferagédo de células cancerigenas. Em contraste, o silenciamento
de DUOX pode promover a desdiferenciagcéo celular e promover a progressédo do céncer. Adaptado
(WEYEMI et al., 2013).
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2 OBJETIVO GERAL

Investigar o papel da NADPH oxidase Nox1 do hospedeiro na regulacao redox

do microambiente tumoral do melanoma.

2.1 Objetivos Especificos

1. Avaliacdo de crescimento tumoral por um periodo de 15 dias apos inoculacédo das
células B16F10 luciferase por via subcutanea em camundongos fémeas com fundo

genético C57BI/6 Wild-type (grupo controle) e deficientes de Nox1 (Nox1-/-).

2. Analisar o perfil de expresséao génica de Nox1 e Nox4 na linhagem celular murina
B16F10.

3. Analisar comparativamente a expressao génica de Nox1 e Nox4 nos tumores dos

camundongos Wild-type (grupo controle) e deficientes de Nox1 (Nox1-/-).

3. Analise nos tumores das vias de sinalizacdo redox reguladas por Nox1: via de
ativacao do EGFR: fosforilagdo do EGFR e ativagao de MAPK (ERK 1/2, p-38 e JNK),
AKT e STAT3.

4. Andlise da angiogénese nos tumores obtidos de camundongos Wild-type (grupo

controle) e deficientes de Nox1 (Nox1-/-).

5. Andlise da expressao de marcadores de angiogénese, VEGFA, e de ciclo celular,
ciclina D, ciclina E, p21, p27 e de apoptose, BCL2 e BAX.

6. Analisar comparativamente as populacdes de células do infiltrado tumoral nos

camundongos Wild-type e deficientes de Nox1.
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Figura 7. Hipdtese do papel da Nox1 do hospedeiro (microambiente) no crescimento do melanoma.
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3 METODOLOGIA

Muitos modelos, in vitro e in vivo, j& foram desenvolvidos para auxiliar o estudo
da tumorigénese. E embora os modelos de cultura celular e in vitro sejam valiosos e
essenciais para a compreensdo dos processos biologicos, fisiopatoldgicos
moleculares e os efeitos das alteragbes genéticas, é impossivel reproduzir
completamente a complexidade de todo um organismo e 0 microambiente em que 0s
tumores se desenvolvem nestes modelos (KUZU et al., 2015). Um modelo
experimental ideal para estudos de tumorigénese € aquele que reproduz de maneira
mais préxima o que acontece no homem com relacdo a etiologia da doenca, a base
genética molecular e a arquitetura histopatoldgica (HA et al., 2005). Portanto, se faz
necessario o desenvolvimento de um modelo in vivo efetivo e eficiente que
compartilhem semelhancas substanciais com os melanomas humanos (KUZU et al.,
2015).

Existem alguns modelos conhecidos para o estudo de melanoma in vivo como
0s modelos de xenoenxertos, modelos de transplantes singénicos e modelos
transgénicos. Para este estudo foi escolhido o modelo de transplantes singénicos,
onde tanto o doador quanto o receptor sdo da mesma linhagem. Este modelo tém
beneficios importantes sobre os de xenoenxerto, pois permite a interacdo de células
de melanoma com células da resposta imunoldgica encontradas no microambiente
deste tumor. Os modelos singénicos podem empregar varias linhagens de melanoma,
no entanto o tipo de célula mais utilizado é a linhagem celular B16 que forma
espontaneamente tumor em camundongos C57BL/6J (KUZU et al., 2015). Por isto,
nos escolhemos as células de melanoma murino B16F10 que foram inoculadas em
camundongos C57BL/6J WT e camundongos C57BL/6J transgénicos com deficiéncia
do gene de Nox1. Esta linhagem foi obtida pela delecéo do fragmento de 1.9 kb, que
codifica os exons 3 a 6, do gene da NADPH oxidase 1 (Nox1) ligado ao cromossomo
X (Figura 6), o que produziu fémeas homozigotas e machos hemizigotos que sao
viaveis. Por RT-PCR confirmou-se a auséncia do mRNA de Nox1 na aorta destes

animais (GAVAZZI et al., 2006).
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Figura 8. Geracao de camundongos deficientes em Nox1 (GAVAZZI et al., 2006).

3.1 Amostra

O estudo foi realizado de acordo com o protocolo de ética n°® 120/2017 CEUA-
ICB/USP. Foram utilizados animais da espécie Mus musculus, linhagem C57BL/6
selvagens e linhagem C57BL/6, deficiente de Nox1, fémea. Para cada experimento foi
utilizado um nuamero amostral diferente, que seguiu a disponibilidade de animais
deficientes de Nox1. A linhagem celular utilizada neste estudo foi a de melanoma
murino B16F10 que expressa luciferase (B16F10luc). Os animais utilizados foram
camundongos fémeas, com idade entre 10-12 semanas, com fundo genético C57BI/6
Wild-type (WT), grupo controle, e deficientes de Nox1 (Nox1-/-), grupo experimental.
Os animais deficientes foram gerados pelo Dr. K.H. Krause (GAVAZZI et al., 2006).
Os animais WT foram obtidos do Biotério central da USP (FMUSP). Os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno padrdo com no maximo cinco animais por caixa,
mantidos a temperatura de 22°C com livre acesso a agua e alimentos e com ciclo de

foto periodo de 12/12hs. Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical.

3.2 Cultura de células B16F10

As células foram cultivadas em meio de cultura RPMI suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) (Gibco™) em garrafas de cultura de poliestireno e
posteriormente incubado a 37° C em estufa umidificada com atmosfera de 5% de CO..
Quando as culturas de células atingiram a subconfluéncia o meio foi removido e as

células foram lavadas 2 vezes com PBS sem calcio e magnésio e em seguida
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dissociadas utilizando 1mL de tripsina- EDTA (37°C). Na sequéncia foi adicionado um
meio de cultura novo e as células foram aspiradas, replaqueadas e mantidas nas
condicbes descritas acima. As células foram periodicamente observadas em
microscopio optico de luz invertida. O meio de cultura foi trocado a cada 2-3 dias. A
criopreservacao, quando necessario, foi feita com 90% de meio RPMI suplementado
com SFB mais 10% de DMSO. ApoOs o descongelamento o DMSO foi removido
imediatamente transferindo-se o conteddo do frasco para um tubo de centrifuga
contendo 9,0 ml de meio de cultura completo e centrifugado a aproximadamente
1500rpm durante 5 minutos. Apos a centrifugacao o sobrenadante era descartado e o

pellet de células ressuspenso em meio de cultura.

3.3 Avaliag&o do crescimento tumoral

No modelo singénico de melanoma B16F10 murino a inoculagdo subcutanea,
no dorso do animal gera um tumor palpavel dentro de 5 a 10 dias que cresce numa
taxa de 1cm? até o 14°/21° dia. Quando o tumor deixa de crescer, frequentemente
torna-se necrético no centro e ocorre ulceracdo e/ou sangramento, sendo
aconselhavel sacrificar os camundongos antes que ocorra esta fase. A dose
recomendada para inoculacéo fica na faixa de 1x10%a 5 x 10%. Uma dose média de
inoculacédo é 2x10° células/camundongo. Para os experimentos de crescimento de
tumores subcutaneos é importante que haja uma técnica de injecao consistente, em
que cada camundongo apresente uma protuberancia claramente visivel, definida
como “bolha” no local da inoculagéo, pois a inoculacdo inadequada pode causar
crescimento tumoral atrasado ou o ndo desenvolvimento do mesmo (OVERWIJK;
RESTIFO, 2001; ZHIYA et al., 2015).

N6s inoculamos 2.10° células B16F10luc via subcutanea no dorso do
camundongo, com idade entre 10-12 semanas, devido ao fato de que a formacé&o de
um tumor solido neste local acarreta menores transtornos ao animal durante a sua
movimentacao e impede que o animal se automutile na regido do tumor. A avaliagao
do crescimento tumoral foi realizada a partir do quinto dia apds a inoculagéo até o
décimo quinto dia (OVERWIJK; RESTIFO, 2001). Para minimizar o sofrimento do

animal o mesmo foi eutanasiado, por deslocamento cervical, quando completou o 15°
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dia apés a inoculacédo, pois de acordo com a literatura o tumor cresce até o 14°-21°
dia quando entdo torna-se necroético. Outra medida para minimizar o sofrimento do
animal foi o monitoramento do crescimento tumoral para que caso o tumor atingisse

2cm3, antes do 15° dia, o animal fosse eutanasiado.

As dimensdes foram medidas de maneira externa ao tumor utilizando-se um
paquimetro e foi mensurada a cada 48hs-72hs. O volume do tumor foi avaliado a partir
da formula V= (D1)? x D2 x 0,52, sendo que as medidas D1 e D2 se referem ao maior
e 0 menor didmetros perpendiculares, respectivamente, medidos com um paquimetro
(ROLAND et al., 2009). A unidade estabelecida foi cm3. Quando o tumor atingiu o
volume de 2cm?® os animais foram sacrificados para evitar maiores transtorno ao
animal. ApGs a remocéo cirargica foi feita a pesagem da massa tumoral em gramas

utilizando uma balancga digital.

Os animais foram monitorados diariamente para a verificacdo das condicdes
de bem estar do animal, que foi analisada através de parametros como a capacidade

de locomocao, alimentacgéo e sinais de dor (piloeregcéo, arqueamento, vocaliza¢ao).

3.4 Avaliacéo da expressao génica nos animais deficientes de Nox1 por gPCR.

Extracdo do RNA

A extracdo do RNA total das amostras foi feita com Trizol (life tecnologia),
segundo o protocolo do fabricante. As células foram lisadas em 1mL de Trizol e, apds
incubacdo em temperatura ambiente por 5 minutos, adicionou-se 200uL de
cloroférmio e os tubos foram vertidos vigorosamente por 15 segundos. Seguiu-se de
uma nova incubacdo em temperatura ambiente por 3 minutos. Os tubos foram
centrifugados a 12.000 g, 4°C por 15minutos. Em seguida, a fase aquosa contendo o
RNA total foi retirada cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta, evitando
contaminag¢do com as outras duas fases contendo DNA e proteina. A fase aquosa foi
adicionado 0,5 mL de isopropanol 100% (para cada 1mL de Trizol) seguido de
incubacédo por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugacédo a 12.000 g, 4°C
por 10 minutos. Apds descartar o sobrenadante, o precipitado foi lavado com 1mL de
etanol 75% homogeneizados brevemente em vortex e centrifugados a 7500 g, 4°C por

5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e deixou-se o precipitado secar (~ 10 min.).
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O RNA foi entdo ressuspendido em &gua livre de RNase e colocado em banho seco
60°C por 15 minutos. O RNA obtido foi quantificado através da leitura a 260nm em
espectrofotometro NanoDrop, sendo as relacdes 260/280 e 260/230 consideradas
para evitar contaminacdo das amostras por impurezas organicas e inorganicas, e

proteinas.
RT-PCR

O RNA obtido foi convertido em cDNA através da reacao de transcricéo reversa
utilizando o Kit Thermo Script — RT PCR (Invitrogen — Life technologies), seguindo o
protocolo do fabricante. O cDNA obtido foi quantificado através da leitura a 260nm em

espectrofotometro NanoDrop e as amostras foram guardadas a — 20°C.
PCR em tempo Real quantitativa (QPCR)

Para analise de expressao génica em tempo real foi utilizada a metodologia do
SYBR® Green. Foi utilizado 100ng-120ng de cDNA em um volume final de 12uL por
reacao. Os parametros de ciclagem termal foram feitos de acordo com as instrucées
do fabricante (Applied Biosystems 7300 Real Time PCR). Foram avaliados a
expressao dos genes de Nox1, Nox4, Ciclina D1, VEGFA, Bcl2 e Bax, todos murinos.
Para normalizacdo da expresséao foi utilizado o gene constitutivo GAPDH (murino),
cujas sequéncias dos primers estédo descritos na tabela 2. A analise de cada gene foi
realizada em triplicata para Nox1 e Nox4 e em duplicata para os demais genes. Para
a quantificacao relativa da expressao dos genes alvos em relacdo ao gene referéncia
GAPDH, foi utilizando o método Cqg (ciclo de quantificacdo, ou Ct) comparativo
(conhecido também como método AACt ou método 2 22CY) proposto por (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). Esse método é baseado na razdo da expressao relativa (fold-

change).

NADPH oxidase 1 (Nox1) — murino
Fw5' | GTAGGTGTGCATATGGGTGTCA
Rv 5' | CCGCAAAATGAGGATGCCTG

NADPH oxidase 4 (Nox4) — murino

Fw &' | CCAAATGTTGGGCGATTGTGT
Rv 5' GCCATCGTTTCTGACAGAGC
Vv
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Ccdnl(mu)
Fw 5’ TGCTGCAAATGGAACTGCTT
Rv &' CCACAAAGGTCTGTGCATGCT
VEGFA (mu)
Fw &' TGTACCTCCACCATGCCAAGT
Rv %' TGGTAGACATCCATGAACTTG
Bcl2 (mu)
Fw &' CTGGCATCTTCTCCTTCCAG
Rv &' GACGGTAGCGACGAGAGAAG
Bax(mu)
Fw 5’ TAGCAAACTGGTGCTCAAGG
Rv &' TCTTGGATCCAGACAAGCAG
GAPDH - murino
Fw 5’ TTGTGGAAGGGCTCATGACC
Rv 5’ TCTTCTGGGTGGCAGTGATG

Tabela 2. Sequéncia dos primers para PCR.

3.5 Andlise das vias de sinalizacdo redox dependentes por Western Blotting

Para analisar as vias de sinalizacdo redox reguladas por Nox1 foi utilizado o
western blotting. Os tumores foram macerados em nitrogénio liquido e as células
foram lisadas em tampéao de lise para tecido (contendo 10 mM de EDTA, 100 mM de
Tris-base, 10 mM de pirofosfato de sddio, 10 mM de fluoreto de sédio e 10 mM de
ortovanadato de soédio, 200 mM de PMSF, Triton e 0,01lmg/ml aprotinina). O
homogeinato coletado foi sonicado e centrifugado, o sobrenadante foi separado para

dosagem de proteina pelo método de Bradford.

Uma aliquota de proteina 30ug-50ug foi submetida ao método de separacao
por eletroforese em gel de poliacrilamida (6% a 10%), contendo laurel sulfato de sédio
(SDS-PAGE), e posteriormente transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A
corrida no gel foi realizada utilizando tampé&o de corrida 1x (composto por 3,03g de
Tris-base, 1,449 de glicina, 0,5g de SDS dissolvidos em agua destilada p.s.p. 1L) e a

transferéncia utilizando-se tampéo de transferéncia 1x (composto por 6,559 de Tris-
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base, 7,12g de glicina, 1,0g de SDS dissolvidos em agua destilada p.s.p. 1L). Para
as proteinas de baixo peso molecular a transferéncia foi realizada em sistema Trans-
blot SD semy-Dry (BioRad) a 10V constante por 1h. Para proteinas de alto peso
molecular foi feita transferéncia pelo mesmo sistema por um tempo maior (2hs). A
eficiéncia da transferéncia foi avaliada pela coloragdo da membrana de nitrocelulose
em Ponceau por 2-3 minutos. Em seguida as membranas foram submetidas a solu¢ao
de blogueio, composta por BSA 3% dissolvido em solucéo basal de lavagem, por 1h
a temperatura ambiente para minimizar as ligacfes inespecificas. Para detectar as
proteinas de interesse, as membranas foram incubadas, sob agitacdo com o anticorpo
primario, diluido em BSA3%, especificos para as proteinas de interesse, por 16 h, a
4°C. A seguir, as membranas foram lavadas 3 vezes por 10 min com solucéo basal de
lavagem 0,05% (pH 7,6) (composta por 8,76g de NaCl, 200mL Tris 1M pH 8, 50ul de
Tween-20 e 4gua destilada g.s.p 1L). Na sequéncia foram incubadas com o anticorpo
secundéario fluorescente, diluido em BSA3%, por 1 h a temperatura ambiente, sob
agitacdo. A seguir, as membranas foram lavadas 3 vezes por 10 min com solucao
basal de lavagem. Apos as lavagens as membranas foram escaneadas no leitor de

infravermelho Odyssey (LI-COR Biosciences, Bad Hamburg, Alemanha).

A intensidade das bandas foi determinada por andlise densitométrica através
do programa Image J, e utilizada como medida de atividade proteica. Para as andlises
de atividade proteica os resultados foram normalizados pela forma total da proteina,
pois 0 objetivo era verificar se havia alteracdo na atividade e ndo na expressao
(normalizacdo pela beta actina). Os anticorpos utilizados e proteinas analisadas se

encontram na tabela abaixo.

ANTICORPOS UTILIZADOS

ANTICORPO DILUICAO MARCA CODIGO| FONTE
EGFR Total 1:500 |cellsignaling #2232 rabbit
phospho - EGFR (Tyr 1173) 1:500 [Millipore 05-483 | mouse
P-38 1:1000 |cellsignaling #9212 rabbit
phospho P-38 (Thr180/Tyr182) 1:1000 |cellsignaling #9216 mouse
ERK 1/2 1:1000 |cellsignaling #9102 rabbit
phospho- ERK
1/2(Thr202/Tyr204) 1:1000 |cellsignaling #9106 | mouse
AKT 1:1000 |cellsignaling #9272 rabbit
phospho- AKT (Ser 473) 1:1000 |cellsignaling #9271 mouse
JNK 1:1000 |cellsignaling #9252 rabbit
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phospho- JNK (Thr 183/Tyr185) 1:1000 |cellsignaling #4668 rabbit
STATS3 1:1000 |cellsignaling #9132 rabbit
Phospho- STAT3 1:1000 |cellsignaling #9131 rabbit
p21 1:2000 |cellsignaling #2947 mouse
p27 1:2000 |cellsignaling #3686 rabbit
B-Actin 1:1000 |cellsignaling #4970 rabbit
B-Actin 1:5000 |Merck A5441 mouse
Ciclina E 1:200 [Santa Cruz sc-247 | mouse

Tabela 3. Anticorpos utilizados e proteinas analisadas por blotting.

3.6 Andlise de angiogénese em animais deficientes de Nox1

ApoOs 15 dias da inoculagéo os animais foram eutanasiados e perfundidos com
solugdo salina. Os tumores foram entdo retirados, isolados, fixados com
paraformaldeido (4hs) e conservados em solucdo de glicose 30% até a secgdo. O
tecido congelado foi seccionado no criostato em série (10um de espessura) e foram
imunocorados. As laminas foram incubadas overnigth a temperatura ambiente com
anticorpos monoclonais primério contra CD31 de rato (BD Pharmigen), diluicdo 1:200
em 0,3% de Triton X-100 mais 5% de soro normal do animal em que foi feito o
anticorpo secundario (cabra). O controlo negativo teve o anticorpo primario substituido
por Triton (AMJADI et al., 2016). As laminas foram subsequentemente lavadas em
tampéo fosfato 0,1M 3 vezes de 10 minutos e incubadas por 2 horas com anticorpo
secundario conjugado com biotina 1:200 em 0,3% de Triton X-100. Apés incubacédo
lavou-se as laminas 3 vezes de 10 minutos em PB 0,1M. O proximo passo foi a
incubacdo com o kit ABC (Vector Laboratories). Diluiu-se as solucdes A e B do Kit
ABC 1:100 em 0,3% de Triton X-100 contendo NaCl (0,4M) e incubou-se por 2 horas.
ApOs incubacéo lavou-se as laminas 3 vezes de 10 minutos em PB 0,1M. Seguiu-se
para a revelacdo com diaminobenzidina (DAB). Uma aliquota de DAB foi diluida em
100ml de PB 0,1M onde os cortes foram pré incubados por 3 minutos. A esta solugéo
adicionou-se aos pouco peroxido de hidrogénio (ImL de H202 0,3%) até oxidacdo da
reacao e visualizacdo da marcacdo. ApOs a revelacdo os cortes histoldgicos foram

desidratados em alcool (cadeia crescente) e xilol.

A determinacdo da densidade microvascular foi realizada conforme método

descrito por (WEIDNER et al., 1991). As trés areas mais altamente vascularizadas do
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tumor, denominadas “hot spots”, foram detectadas em menor aumento (40x) e
selecionadas em cada uma das laminas coradas. Foi contado os microvasos nessas
trés areas selecionadas. A contagem final de microvasos foi expressa como o numero
meédio de vasos nestes trés campos. Na contagem foi considerada as células coradas

em marrom tanto isoladas quanto agrupadas.

3.7 Andlise de infiltrado Tumoral através de imunofenotipagem por citometria de
fluxo.

A identificacdo de moléculas na superficie ou no interior das células, através da
utilizacdo de anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos ou substancias
fluorescentes, ambos capazes de emitir cor, € a base da imunofenotipagem por
citometria de fluxo. A identificacdo de determinadas moléculas, presentes na
superficie dos leucdcitos, conhecidas como cluster de diferenciacdo (CD) tem sido
utilizado para diferenciar as subpopulagdes de leucdcitos. Os anticorpos monoclonais
conjugados com fluorocromo, marcados diretamente, sdo capazes de reconhecer e
se ligar aos CDs das subpopulacfes de leucdcitos. O principio basico da citometria
resume-se no emprego de uma radiacéo laser direcionada, que excita os fluorocromos
presentes nas células e emitem um comprimento de onda (cor) que é detectado por
um sensor, chamado de fotomultiplicadores (PMTs) capazes de converter a luz
captada em sinais eletrénicos, que sao enviados ao computador, possibilitando,
através de software especifico, uma andlise multiparamétrica para obtencdo dos
resultados. Esta andlise € realizada através de representacdes graficas da intensidade
de fluorescéncia emitida pelo fluorocromo e as respectivas caracteristicas
morfologicas das células (MARTI et al.,, 2001). Uma das grandes vantagens da
citometria de fluxo € a possibilidade de analise celular individual, além disto, esta
técnica permite ainda a separacgao rapida e purificada de uma suspensao heterogénea
de células — processo denominado Sorting. Para a andalise das células no citbmetro é
necessario que as mesmas estejam em suspensdo. Um dos melhores métodos de
dissociacao celular em tecidos frescos de acordo com (VAN DAM et al., 1992) € a
dissociacdo mecanica, pois, gera poucos debris celulares e preservacao da expressao

das proteinas.
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Para nossa andlise, células do tecido tumoral dos animais do grupo controle
(WT) e deficientes de Nox1 foram coletadas apo6s eutanasia dos animais feita depois
del5 dias da inoculacdo do tumor. Todas as preparacdes de células foram feitas
usando 1x solucao de Hanks gelado com 15 mM de HEPES (pH 7,4), 0,5 U/mLDNase
| e 5% FBS. As células do tecido tumoral foram obtidas por dissociagdo mecéanica
utilizando pinca e navalha seguida de digestdo enzimatica utilizando colagenase | e
IV (1mg/mL), no tampéao descrito acima em um ThermoMixer a 37°C por 15-20min. As
células do baco, utilizadas para preparar os sigle color control, foram obtidas por
dissociagao através de uma malha metalica de 70um e lise de células vermelhas com

solucao hipoténica (cloreto de amonio-potassio).

As suspensodes celulares obtida foram filtradas através de malha fina de aco
(40 pm) para retirada de debris e pequenos fragmentos ndo dissociados e lavadas

com o tampao Hanks descrito acima.

A viabilidade celular das amostras de tumor sdlido foi verificada pela técnica de
contagem na camara de Neubauer, pipetando 10ul da suspenséo acondicionados em

eppendorf contendo 90 pl de azul de tripan.

Para cada amostra a ser analisada foram utilizadas 5.108 células que foram
incubadas com os anticorpos ja conjugados com fluorcromo (listados na tabela 4) por
20 minutos em gelo. Ap6s a marcacgdo as células foram lavadas com tampao Hanks
estéril, centrifugadas, filtradas utilizando ponteiras com |& de nylon estéreis e

ressuspensas em 300ul de tampéao.

As amostras foram adquiridas por Citometria de fluxo pelo FACSCanto Il BD,
onde 30.000 a 50.000 eventos foram adquiridos. Durante a aquisicdo de dados, 0s
detritos e doublets foram excluidos. Os dados obtidos foram analisados com o
software FlowJo verséo 5.0.
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Painel Anticorpos Fluorocromos
Leucadcitos CD45 APC (aloficocianina)
PerCP-Cy5-5 (complexo
Macroéfagos totais F4/80 proteinaclorofina peridinina-Cy5-5)
Macréfagos M2 CD 206 FITC (fluoreceina)
Macréfagos M1 CDl11c Pacif Blue
Linfocitos CD8+ CD8 PE-A (ficoeritrina)
Granuldcitos Ly6G PE-CY7 (ficoeritrina-Cy7)

Tabela 4. Painel de anticorpos utilizados para citometria de fluxo

3. 8 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM) para valores de n amostras. A analise estatistica foi realizada via Teste “t” de
Student, ndo pareado (software Prism 5.0). Valores de P < 0,05 foram considerados

significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Nox1 do hospedeiro contribui para o crescimento tumoral do melanoma

Inicialmente foi avaliado se a NADPH oxidase Nox1 do hospedeiro favorece o
crescimento tumoral. A analise dos tumores formados, apoOs inoculacdo, via
subcuténea, de células tumorais B16F10 em camundongos C57bl/6 WT e Nox1-/-,
demonstraram um menor crescimento tumoral nos animais Nox1-/- em relagdo ao WT
(Figura 9). Sugerindo, portanto, que Noxl do hospedeiro é necessaria para 0

crescimento tumoral.
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Figura 9. O crescimento tumoral do melanoma é menor nos animais deficientes de Nox1-/-. A.
Quantificacdo do volume (cm?) tumoral, realizado in vivo utilizando paquimetro a cada 48-72 horas WT
vs Nox1-/-. V= (D1)? x D2 x 0,52, sendo que as medidas D1 e D2 se referem ao maior e 0 menor
didmetros perpendiculares, respectivamente. B. O volume do tumor em ambos 0s grupos experimentais
foi medido ex vivo no final do experimento. C. O peso (g) do tumor em ambos 0S grupos experimentais
foi medido ex vivo no final do experimento. D. Tamanho do tumor apés 15 dias de inoculagdo WT vs
Nox1-/-. Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo, n=12 (cada grupo). *p<0.05 vs WT.
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4.2 Nox1 do hospedeiro néo interfere na ativacao da via do EGFR tumoral.

Analisamos as vias de sinalizacdo redox dependentes nos tumores para
compreender se as Nox1 do hospedeiro suportaria o crescimento do tumor ativando
estas vias. Foram determinadas a fosforilacdo de EGFR e ativacdo das vias de
sinalizacdo downstream deste receptor, MAPK (ERK 1/2, p-38 e JNK), STAT3 e AKT.

Nenhuma mudanca significativa na ativacdo dessas vias foi observada.
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Figura 10. A deficiéncia de Nox1 ndo altera a sinalizacdo MAP quinase redox dependente nos tumores.
Nivel total e fosforilado: A. EGFR, B. ERK 1/2, C. p-38, D. JNK, E. STAT3, F. AKT. A quantificacéo foi
normalizada em cada transferéncia pelos niveis totais. As transferéncias foram medidas por
densitometria. A normalizacao foi feita pela expresséo total pois o objetivo foi verificar se havia alteracédo
na atividade das proteinas destas vias e ndo na expressao (normalizagao pela beta actina). n=6.
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4.3 Células B16F10 apresentam uma maior expressao de Nox1

Verificamos o padrao de expressao de Nox1 e Nox4, por PCR em tempo real,
na linguagem B16F10 que seria inoculada no camundongo. A expressdo destas
isoformas de NADPH oxidases foi investigada tendo em vista que diversos estudos
apontam o envolvimento destas enzimas na progressao tumoral. O resultado

demonstra uma maior expressao de Nox1 em relacédo a Nox4 nas células B16F10.

Expressao de mRNA
N

*

Nox1 Nox4

Figura 11. Células B16F10 apresentam uma maior expressao de Nox1. Andlise por g°PCR de mRNA
de Nox1 e Nox4 nas células B16F10. GAPDH foi utilizado como gene de referéncia e uma amostra foi
utilizada como calibrador. Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo. n=3 (para cada
grupo), * p < 0.05.

4.4 A deficiéncia de Nox1 do hospedeiro diminui a expressao génica de Nox1 e
Nox4 nos tumores de camundongos deficientes de Nox1 (Nox1-/-).

Verificamos o padrao de expressao de Nox1 e Nox4, por PCR em tempo real,
nos tumores apos eutanasia. NOs constatamos uma menor expressao tanto de Nox1
como de Nox4 nos tumores dos camundongos deficientes em Nox1 em comparagao
com os WT. Demonstrando, portanto, que as ROS do microambiente podem regular
a expressado destas enzimas nos tumores.
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Figura 12. Nox1 e Nox4 apresentam expressao reduzida nos tumores dos animais deficientes de Nox1.
A (Nox1) e B (Nox4), expressdo de mRNA nos tumores dos animais WT e Nox1-/-. GAPDH foi utilizado
como gene de referéncia e um animal do grupo WT foi utilizado como calibrador da amostra. Os dados
estdo apresentados como média * erro padrdo. n=6. * p < 0.05 vs WT.

4.5 A deficiéncia de Nox1 do hospedeiro ndo altera as populacfes de células do
infiltrado tumoral em ambos 0s grupos.

Avaliamos se a deficiéncia de Nox1 do hospedeiro afetaria as populacdes de
células do infiltrado tumoral. Foi feita caracterizacao fenotipica, por citometria de fluxo.
Esta caracterizacdo inclui a andlise basica de trés parametros celulares: tamanho
(determinado pela difracéo do raio laser — “Forwards catter” - FSC), granulosidade ou
complexidade interna (determinada pela refracdo e reflexdo do raio laser — “Side
Scatter” - SSC), e intensidade relativa de fluorescéncia. Nenhuma diferenca
significativa nas popula¢des de células do infiltrado tumoral foi observada entre os

grupos.
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Figura 13— A e B. Estratégias de gates do Infiltrado tumoral no melanoma B16F10. A, WT. B, Nox1-/-
. A-1 e B-1, Suspens®es de células tumorais individuais totais, granulosidade (SSC) x tamanho FSC.
A-2 e B-2, exclusdo de doublets. A-3 e B-3, analise representativa das populac¢des de leucdcitos totais
(CD45%). A-4 e B-4, andlise representativa das populagfes de macréfagos totais (F4/80%). A-5 e B-5,
andlise representativa das populacdes de linfécitos CD8+ e de granulécitos (Ly6G). A-6 e B-6, analise
representativa das subpopulacdes de macrofagos M1 (CD11c) e M2 (CD 206). Foram adquiridos
50.000 eventos, n=5 (para cada grupo).
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Figura 13C. A deficiéncia de Nox1 ndo afeta as células inflamatérias do tumor. Os tumores foram
isolados e as células do infiltrado tumoral: leucécitos (CD45%) (C-1), linfocitos (CD45*/CD8") (C-2),

macroéfagos (CD45%/F4/80%) (C-3), macréfagos M1(F4/80+/CD11c*) e M2 (F4/80%, CD206%) (C-4), foram
analisados por citometria. n=5 (para cada grupo).

4.6 A deficiéncia de Nox1 do hospedeiro diminui a angiogénese tumoral

Investigamos se havia alteracdo na angiogénese tumoral verificando a
densidade microvascular, por imuno-histoquima, e pela determinacdo da expressao
génica do fator de crescimento endotelial vascular VEGF. Nossos resultados
demonstram que a deficiéncia de Nox1 do hospedeiro diminuiu a angiogénese nos

animais Nox-/-.Verificado pela menor densidade microvascular e menor expresséo do
VEGF, nestes animais.
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Figura 14. A deficiéncia de Nox1 reduz a angiogénese tumoral. Imuno-histoquimica de CD31 em WT
(A e B) e Nox1-/- (D e E). A e D, com aumento de 40x, B e E com aumento de 100x. C, controle
negativo. F. Os dados representam a andlise de densidade Gptica de 3 campos em cada grupo. G,
expressdo de mRNA de VEGF em WT e Nox1-/-. GAPDH foi utilizado como gene de referéncia e um
animal do grupo WT foi utilizado como calibrador da amostra. n = 4 para CD31 e n = 6 (cada grupo)
para VEGF. Os dados estao apresentados como média + erro padréo. *p<0.05 vs WT

4.7 A deficiéncia de Nox1 do hospedeiro promove parada do ciclo celular em G1.

Em seguida, investigamos se a Nox1l do hospedeiro contribui para o

crescimento tumoral favorecendo a transicao das células da fase G1 para a fase S do
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ciclo celular, e assim, promovendo a proliferacéo celular. Para isso determinamos a
expressao génica da ciclina D1 e expresséo proteica de Ciclina E, p21 e p27. Os
camundongos deficientes de Nox1 apresentaram aumento da expressdo génica da
ciclina D1, aumento da expresséo proteica de p21, p27 e diminuicdo da expressao
proteica de ciclina E, isto levou a uma parada do ciclo em G1. Demostrando, portanto,
que a deficiéncia de Nox1l do hospedeiro interfere na homeostase das ROS do

microambiente necessarias para a progressao do ciclo celular.
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Figura 15. A deficiéncia de Nox1 provoca parada do ciclo celular em G1 nestes tumores. Os lisados de
tecido foram submetidos a andalise de western blot para expressado protéica de p21 (A), expressao
proteica de p27 (B), expressdo proteica de E (C). A B-actina foi utilizada como controle de
carregamento. As transferéncias foram medidas por densitometria. As densidades das transferéncias
de p21, p27 e Ciclina E foram normalizadas pela B-actina, para obter uma densidade relativa de
transferéncia. D, analise por gqPCR de mRNA de ciclina D1. O GAPDH foi utilizado como gene de
referéncia e um animal do grupo WT foi utilizado como calibrador da amostra. Os dados estéo
apresentados como média + erro padrédo, n=4 (para cada grupo). *p<0.05 vs WT.
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4.8 A deficiéncia de Nox1 do hospedeiro ndo promove menor crescimento tumoral
por apoptose.

Avaliamos se a deficiéncia de Nox1l do hospedeiro teria provocado menor
crescimento tumoral por aumento da apoptose nos tumores. Entretanto ndo houve
diferenca na expressao génica das proteinas antiapoptoticas BCL2 e pro-apoptoticas

Bax, entre 0s grupos experimentais.
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Figura 16. A reducdo do crescimento tumoral nos camundongos deficientes de Nox1 n&o é causada
pelo aumento da morte celular. A, expressdo de mRNA de Bcl2.B, expressdo de mRNA de Bax. C,
Analise da relagéo Bcl-2/Bax. O GAPDH foi utilizado como gene de referéncia e um animal do grupo
WT foi utilizado como calibrador da amostra. n=6 (para cada grupo). Os dados estdo apresentados
como média + erro padrao.
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5 DISCUSSAO

Alteracbes no estado redox celular fazem parte de mecanismos que a célula
utiliza para integrar informacdes e coordenar complexas vias de sinalizacao
envolvidas na progresséo tumoral. Um modelo atual estabelece que um nivel elevado
de ROS nas células cancerigenas pode contribuir para alteragdes bioquimicas e
moleculares necessarias para a iniciagdo, promocao, progressao e quimiorresisténcia
do tumor (GALADARI et al., 2017). Com base em varios estudos que mostraram que
a expressdo de Nox1 e Nox4 em células de melanoma promove o crescimento deste
tumor, focamos nossos estudos em investigar o papel da Nox1 do hospedeiro no

crescimento do melanoma in vivo, utilizando camundongos deficientes de Nox1.

Nossos resultados experimentais demonstraram um crescimento tumoral
menor nos camundongos deficientes de Nox1l em comparacdo com o grupo WT,
entretanto as células inoculadas nestes animais continham Nox1 ativas que poderiam
contribuir para o crescimento tumoral. Além de apresentar menor crescimento tumoral,
0s camundongos deficientes de Noxl apresentaram tumores com crescimento
delimitado, ao passo que nos animais WT o tumor cresceu disperso. NOSSOS
resultados demonstram que as Noxl do hospedeiro sdo fundamentais para o
crescimento do melanoma, e vao ao encontro de estudos anteriores que mostraram
resultados semelhantes (GARRIDO-URBANI et al., 2011; STALIN et al., 2019). A
deficiéncia de Noxl no hospedeiro interfere na homeostase das ROS do
microambiente tumoral necessarias para ativacdo de vias de sinalizacdes que

promovem o crescimento tumoral.

As NADPH oxidases sdo importantes moduladores da liberacdo de varios
fatores de crescimento relacionados ao crescimento tumoral. Noxl aumenta a
expressao de VEGFR e VEGF (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; NAUMOV et al.,
2006; SANCHO; FABREGAT, 2010). Diante disto, investigamos se Nox1 do
microambiente tumoral suportaria 0 crescimento do tumor ativando vias de
crescimento redox dependentes no tumor. Para isto analisamos a fosforilacdo do
EGFR e ativacao das vias de sinalizacdo downstream deste receptor. Entretanto nos
nao encontramos alteracédo significativa na fosforilacdo do EGFR. Os estudos sobre a
expressao do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) no melanoma e

seu papel na biologia deste tumor sao conflitantes. Alguns autores como DE Wit et al.
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(1992) e Sparrow e Heenan (1999) indicam uma alta expressdao de EGFR em
melanoma, com um aumento gradual da expressdo em varios estagios de progressao
do tumor, ao passo que autores como Boone et al.(2011) e Gross et al. (2015)
observaram uma taxa muito menor de expressdo de EGFR em linhagens de
melanoma. Portanto, ha um grau variavel de expressao deste receptor em células de
melanoma (GORDON-THOMSON; MASON; MOORE, 2001). Possivelmente, a
sinalizacdo mediada por EGFR ndo deve ser essencial para o crescimento do
melanoma, levando-se em consideracdao que, neste tumor, as vias de sinalizacao
downstream deste receptor podem ser ativadas por mutacbes em BRAF e NRAS
(GARAY et al, 2015; GROSS et al, 2015). Essas mutacdes estimulam
constitutivamente MEK e ERK, e assim promovem a transformacdo de melandcitos
em células de melanoma (MILLER; MIHM, 2006).

Estes dados demonstram que Nox1 do microambiente tumoral ndo promove o
crescimento do melanoma por ativacdo da via do EGFR nas células tumorais,
sugerindo que Nox1 do microambiente promove o crescimento do melanoma por
ativacao de outras vias. Estudos feitos por Adachi et al. (2016) e Czyz (2018) com
células de melanoma B16F10, demonstraram que estas células expressam o receptor
do fator de crescimento do hepatécito (HGFR, também conhecido como c-Met) na
superficie celular e que a fosforilacdo desta proteina pode ocorrer de forma
independente de HGF. Outro estudo realizado com as mesmas células (B16F10)
demonstrou que a ativacao de c-Met induz crescimento independente de ancoragem
destas células, via ERK, dependente de ROS mediada por Rac-1. A geracao de
superéxido mediada por Rac-1 nas células B16F10 foi induzida por c-Met (FERRARO
et al., 2006). Como a Nox1 pode ser ativada através da GTPase Rac-1, é provavel
que a via do receptor c-Met juntamente com ativacao de Nox1 seja uma possivel via

de crescimento para o melanoma B16F10.

A ativacdo das vias de sinalizacdo downstream, isto € a jusante, do EGFR,
também foram analisadas. Analisamos a via RAS/RAF/MEK/ERK, a via PI3/AKT, JNK
e STATS3. Estas vias estao frequentemente interligadas funcionalmente e idealmente
ndo devem ser consideradas isoladamente. Entretanto ndés ndo encontramos
diferencas significativas na ativacdo destas vias. Os canceres que apresentam
mutacOes em Ras e B-Raf exibem ativacdo constitutiva da via ERK 1/2 e AKT. No

melanoma as mutacdes no gene BRAF sédo observadas em 50% -70% das linhas
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celulares e tumores, ja as mutacdes em N-RAS séo observadas em cerca de 25% das
linhagens celulares (HALILOVIC; SOLIT, 2008; UGUREL et al., 2007). Entretanto o
melanoma B16F10 ndo apresenta mutacdes em B-RAF e N-RAS o que pode justificar
a auséncia de alteracOes significativas na ativacao das via ERK 1/2 e AKT nestes
tumores (CASTLE et al., 2012). Estudos de Garay et al.(2015) demonstraram uma
pequena alteracdo da fosforilacdo de ERK 1/2 em células de melanoma com
mutacdes em BRAF e NRAS quando comparadas com células selvagens. Ranjan et
al.(2006) ao analisar a fosforilagdo de ERK 1/2 e AKT, em células epiteliais de pulméao
de camundongos, com expressao estavel de Nox1, expostas ao inibidor de NADPH
oxidase, DPI (Difenileno-iodénio), ndo observou alteracdo nos niveis de fosfo-ERK e
AKT, detectados por immunoblotting. Nossos resultados foram semelhantes, pois nédo

houve alteracdo da fosforilacdo destas vias nos animais deficientes de Nox1.

Nos tumores durante a transicdo para um fenétipo maligno, as ROS derivadas
de NADPH Oxidases, Nox1l e Nox2, ativam as proteinas quinases ativadas por
mitégenos (MAPKS), incluindo as vias ERK, JNK e p38, levando a expressao de MMPs
para invasao e metastase de tumores (BANSKOTA; REGMI; KIM, 2015; PARK et al.,
2014), baseado nisto, decidimos investigar se havia alteracdo na ativacdo de outros
componentes da via MAPK. Avaliamos se havia alteracdo na ativacéo da via p-38 e
JNK. Entretanto nés ndo encontramos diferencas significativas na ativacdo destas
vias. A funcéo da via p-38 e JNK é complexa. Algumas células utilizam estas vias de
sinalizacdo para antagonizar a proliferacdo e transformacédo celular, entretanto as
células cancerigenas podem utilizar esta via para facilitar a proliferacéo, sobrevivéncia
e invasdo. Portanto, estas vias podem funcionar como supressoras ou promotoras do
tumor em diferentes tipos de células (WAGNER; NEBREDA, 2009).

Avaliando a expressdo dos genes de Noxl e Nox4, nos tumores, nés
observamos que a deficiéncia de Nox1 do hospedeiro levou a uma menor expressao
tanto de Noxl quanto de Nox4 nos tumores destes animais (Nox1-/-) quando
comparados com o grupo WT. Demonstrando, portanto, que as ROS do
microambiente podem estar envolvidas com a regulagédo da expressdo de Nox1 e
Nox4 nos tumores. Isto contribuiu para um menor crescimento tumoral nos
camundongos deficientes de Nox1 e esta de acordo com estudos que apontam o
envolvimento destas NADPH oxidases em diversos aspectos da progressao tumoral
do melanoma (LIU; GOMEZ GARCIA; MEYSKENS, 2012; PARASCANDOLO;
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LAUKKANEN, 2019; PRASAD; KAPPES; KATIYAR, 2016; TEIXEIRA et al., 2017). A
deficiéncia de Nox1 no hospedeiro interfere na homeostase redox do microambiente
tumoral, interferindo no seu estado de oxidacéo, e isto afeta a expressdo tanto de
Nox1 como de Nox4 nestes tumores. De fato, um estudo feito por Stanic, Katsuyama
e Miller (2010) demonstraram que um estado redox extracelular oxidado (Eh) aumenta
a expressao de Noxl e induz a proliferacdo de células musculares lisas vasculares
dependentes de Nox1. Garrido-Urbani et al. (2011) demonstraram que a inibicdo de
Nox1l em células endoteliais comprometeu drasticamente a producdo de ROS, em
resposta a estimulacdo com VEGF ou bFGF, em contraste a inibicdo de Nox4 nao
afetou a produgao de ROS mediante o mesmo estimulo. Portanto, a deficiéncia de
Nox1 do hospedeiro altera a homeostase das ROS do microambiente afetando a
expressdo de Nox1l e Nox4 nos tumores e comprometendo o crescimento tumoral,
pois, 0s estudos apontam que nos tumores tanto células tumorais como estromais
produzem quantidades substanciais de ROS e fatores de crescimento que podem
estimular o crescimento e a vascularizacdo do tumor (KIM; BYZOVA, 2014;
WHEELER; SMUTNEY; JUDE SAMULSKI, 2003).

Uma maneira pela qual as ROS podem favorecer a progressdo tumoral é
através da supressdo de células imunes do microambiente tumoral. Altos niveis de
ROS no microambiente tumoral inibem a proliferacdo de células T e sua funcéo
antitumoral (WEINBERG; RAMNATH; NAGRATH, 2019). Estudos feitos em células
de carcinoma do colon murino, C26, co-cultivadas com macrofagos demonstraram
gue os macréfagos associados ao tumor sdo importantes contribuintes na producéo
dos niveis proliferativos de ROS no microambiente do carcinoma. A atividade de
NADPH oxidase de membrana plasmatica do macréfago contribui para os efeitos
estimulatorios destas células sobre a proliferagdo de células C26, principalmente via
aumento da producdo de proteina pré-angiogénica no microambiente tumoral. A
inibicdo de NADPH oxidase utilizando o inibidor apocinina reduziu os niveis de todas
as proteinas angiogénicas testadas nos lisados de co-cultura celular (LUPUT et al.,
2017). Nox1 e Nox2 séo as principais NADPH Oxidases expressas em monaocitos e
macrofagos derivados da medula 6ssea de camundongos, C57BL/6, enquanto que

Nox4 é expressa em baixos niveis (XU et al., 2016).

Diante das evidéncias de que as ROS podem regular a atividade das células

imunes do microambiente, investigamos se havia alteracéo no infiltrado tumoral entre
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os grupos. Nossas analises do infiltrado tumoral por citometria de fluxo demonstraram
que a deficiéncia de Nox1 ndo afetou a populagéo total de macréfagos (F4/80+), nem
as populacoes de macréfagos M1(CD11c) e M2 (CD206) e tampouco as populacdes

de linfocitos CD8+ nesses animais quando comparados ao grupo WT.

Estudo feito por Xu et al. (2016) demonstraram que Noxl e Nox2 sao
necessarias durante a diferenciacdo de mondcitos para macréfagos e que estas
enzimas sao predominantemente responsaveis pela producdo de ROS necessarias
em monacitos sob diferenciacdo (tratados com M-CSF). O nocaute duplo de Nox1 e
Nox2 afetou significativamente a diferenciacao de mondcitos para macrofagos, induziu
a polarizacdo de macréfagos em direcdo ao fendtipo pro-inflamatério M1 e afetou a
polarizacéo para M2 quando comparados ao grupo WT. Entretanto a delecdo de Nox1
ou Nox2 sozinhos néo afetou significativamente a diferenciagéo e polarizacdo dos
macréfagos. Portanto, este estudo mostrou que é necessario o nocaute duplo Nox1 e
Nox2 para afetar a diferenciacao e polarizacdo dos macrofagos, a partir de mondcitos
derivados da medula de camundongos C57BL/6. Este nocaute duplo também diminuiu
potencialmente a ocorréncia de TAMs (macrofagos associados ao tumor)
semelhantes a M2 e inibiu o crescimento tumoral, em modelo tumoral de células LLC

(leucemia linfoide crénica) de camundongos inoculadas subcutaneamente.

Estudo recente feito por Stalin et al. (2019) demonstrou que a inibicdo de Nox1,
utilizando um inibidor especifico de Nox1 o GKT771, ndo afetou a populacao total de
macrofagos (F4/80). E embora tenha aumentado de forma significativa o numero de
macrofagos pré-inflamatérios MHC classe Il +/Ly6C+ tipo |, em tumores colorretais
MC38, esse aumento ndo foi essencial para o efeito antitumoral de GKT771. Ao
analisar a contribuicdo de outras células do sistema imunoldgico, diferentes de
macrofagos, para o efeito antitumoral de GKT771, os autores verificaram que o
tratamento de tumores colorretais com GKT771 em camundongos imunodeficiéntes,
gue ndo possuiam linfocitos T, B e células NK, teve um efeito antitumoral menor e
insignificante nesses animais. Demonstrando, portanto que o sistema imunologico do

hospedeiro contribui substancialmente para o efeito antitumoral de GKT771.

Embora nossos resultados tenham demonstrado que a deficiéncia de Nox1 do
microambiente tumoral, sozinha, ndo afetou significativamente o infiltrado tumoral
global, o infitrado de macréfagos e linfocitos CD8+, ndo podemos excluir a

possibilidade de que a deficiéncia desta enzima crie uma condicao critica desfavoravel
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para o crescimento tumoral. A deficiéncia desta enzima no hospedeiro desequilibra o
microambiente redox tumoral afetando a producao de ROS por estas células, incluindo
células imunes, que sao necessarias para estimular diversos processos e vias de
sinalizacdo envolvidas na progresséo tumoral. Entre estes processos, se destacam o
crescimento e a vascularizacdo tumoral (KIM; BYZOVA, 2014; WHEELER,;
SMUTNEY; JUDE SAMULSKI, 2003), ao qual nos propomos a investigar.

A sobrevivéncia das células cancerigenas e também a capacidade de se
espalhar para os tecidos adjacentes e distantes sdo dependentes do oxigénio e
nutrientes fornecidos pela vasculatura. A angiogénese é um passo critico para o
desenvolvimento de tumores com diametro maior que ~2 mm, pois permite a entrega
de nutrientes no tumor sélido. A formacédo de novos vasos sanguineos a partir da
vasculatura existente € regulada por fatores de crescimento, como o VEGF, cuja
expressdo pode ser estimulada por ROS produzidos pelas células tumorais e por
muitas células dentro do microambiente tumoral, como células vasculares, fibroblastos
e macréfagos associados a tumores (TAMs) (BIELENBERG; ZETTER, 2015; FUKAI;
NAKAMURA, 2008). O processo angiogénico requer a migracédo e proliferacdo de
células endoteliais (CEs), mas para que isso ocorra, as CEs quiescentes precisam
primeiro ser destacadas da membrana basal. A producdo de ROS parece ser
imprescindivel em todo este processo, atuando como segundos mensageiros, que
contribuem para a sinalizacéo que leva a migracédo e proliferacdo das CEs (CRAIGE;
KANT; KEANEY, 2015; PRIETO-BERMEJO; HERNANDEZ-HERNANDEZ, 2017).

E sabido que as ROS, superdxido e peroxido de hidrogénio, produzidas via
ativacdo de NADPH oxidases vasculares sdo necesséarias para a regulacdo do
sistema vascular e estimulam diversas vias de sinalizacdo redox associadas a
estimulacdo da angiogénese (USHIO-FUKAI, 2006). Vérias isoformas de Nox sao
expressas em artérias e células endoteliais (Nox1l, Nox2, Nox4 e Nox5)
(GRIENDLING, 2004). De acordo com resultados de estudo in vitro, Nox1, Nox2 e
Nox4 podem ativar a proliferacdo e a tubulogénese das ECs. Estudos in vivo também
indicam que essas trés isoformas de Nox estdo implicadas na angiogénese.
(WILKINSON-BERKA et al., 2013).

Estudo feito por Garrido-Urbani et al. (2011) com modelos in vivo mostraram
gue a deficiéncia de Nox1 em camundongos, mas ndo Nox2 e Nox4, prejudicou a

angiogénese em implantes de matrigel carregados com bFGF. Nesse estudo 0s
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autores demonstraram que Nox1 € necessaria para migracdo e formagéo de novos
tubos nas células endoteliais através da inibicdo da expresséo e atividade de PPARaq,
um receptor nuclear de hormoénio capaz de bloquear a atividade angiogénica de
VEGF. Em um modelo de tumor com células de melanoma B16FO0, inoculadas em
animais deficientes de Nox1, esses autores observaram uma menor formacao de
vasos sanguineos nos camundongos deficientes desta enzima. Juhasz et al. (2017)
demonstraram em um modelo in vivo de xenoenxerto de células de cancer de colon
HT-29, nocautes de Nox1, uma diminui¢cdo na densidade dos vasos sanguineos. Esta
diminuicdo na angiogénese estava associada com uma profunda redugdo na
expressdo de uma ampla gama de genes pré-angiogénicos, incluindo VEGF. Esses
estudos demonstram, portanto, que a Nox1 do tumor e do microambiente produzem e

liberam ROS que conjuntamente estimulam a vasculariza¢do tumoral.

As NADPH oxidases vasculares respondem a varios fatores pré-angiogénicos,
como o VEGF, por exemplo. Entretanto as NADPH Oxidases vasculares sao
importantes moduladores da liberacdo de varios fatores relacionados a angiogénese,
redox sensiveis. Estes incluem VEGF-A, HIF-1a, p53 e metaloproteinases de matriz
(MMPs). Nox1 aumenta a expressao de VEGFR e VEGF e a atividade da MMP,
marcadores do “switch angiogénico”, promovendo assim a vascularizagao e a rapida
expansao dos tumores. Também foi observado um aumento da expressao e atividade
desta enzima durante o “switch angiogénico”, progressao espontanea de um fendétipo
ndo angiogénico para um fendétipo angiogénico (ARBISER et al., 2002; GARRIDO-
URBANI et al., 2011; NAUMOJV et al., 2006). Estes resultados demonstram, portanto,
gue Nox1l é um importante regulador da angiogénese. Nossos resultados vao,
portanto, ao encontro dos estudos que demonstram a importancia de Nox1 para a
angiogénese tumoral. De fato, demonstramos que a deficiéncia de Nox1l do
microambiente tumoral interferiu na liberacdo de fatores, redox sensiveis,
relacionados a angiogénese, como demonstrado pela menor expressao de VEGF
nestes animais. E isto afetou a angiogénese tumoral nos animais deficientes de Nox1-
[-.

Com relacdo a outras isoformas de Nox, Tojo et al. (2005) demonstrou que a
deficiéncia de outra NADPH oxidase, Nox2, prejudica substancialmente a
angiogénese induzida por VEGF, e que os ROS derivados desta NADPH oxidase sao

produzidas principalmente a partir de células inflamatérias. Em relacéo a Nox4, Craige
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et al. (2011) demonstrou, em modelo de camundongos superexpressando esta
enzima, um aumento da angiogénese. Zhuang et al. (2010) demonstraram que a
ligacdo do VEGF ao VEGFR?2 induz a dimerizacdo do VEGFR2 e leva a producéo de
ROS, principalmente via Nox4, necessario para a autofosforilacdo de VEGFR2,
promovendo mais angiogénese. Helfinger et al.(2016) demostraram em modelo de
camundongos com fibrossarcoma, deficiente de Nox4, que Nox4 promove a
angiogénese tumoral através da inducdo da expressdao VEGF. Desta forma estes
estudos nos permitem concluir que as ROS derivadas das enzimas NADPH oxidase
participam da resposta angiogénicas nos tumores, especialmente Nox1l e Nox4.
Portanto a reducdo da angiogénese tumoral no nosso modelo esta possivelmente, ndo
somente associada a deficiéncia de Nox1 do hospedeiro como também a reducao da

expressao de Noxle Nox4 nos tumores.

Tendo em vista que a literatura demonstra que as ROS participam do processo
de proliferacdo celular, investigamos como a Nox1 do hospedeiro colabora neste
processo. Para isto avaliamos proteinas envolvidas na regulacdo do ciclo celular.
Neste contexto nossos resultados demostraram que a deficiéncia de Noxl do
hospedeiro afeta o estado redox do microambiente tumoral do melanoma que
associado a menor expressdo de Nox1 e Nox4 nos tumores alterou o potencial redox
celular de proliferagcdo nos tumores dos animais deficientes de Nox1. Oscilacdes
periddicas no ambiente redox celular, um ciclo redox, regulam a progressao do ciclo
celular da quiescéncia (GO) para a proliferacdo (G1, S, G 2 e M) e de volta a
quiescéncia (BOONSTRA; POST, 2004; SARSOUR et al., 2009). O potencial redox
nas células em proliferacéo é relatado como sendo de -240mV, as células necréticas
exibem o maior estado de oxidacdo (-150mV); o potencial redox para as células
quiescentes esta entre os estados de proliferacéo e diferenciacdo (SARSOUR et al.,
2009). A alteracdo no potencial redox celular de proliferagdo nos animais deficientes
de Nox1 levou a uma parada do ciclo celular no inicio da fase G1. Constatado por um
aumento da expressao génica da ciclina D1, aumento da expressao proteica de p21,
p27 e diminuicdo da expressao proteica de ciclina E.

As ciclinas juntamente com quinases dependentes de ciclina (CDKs) e
proteinas inibitorias, estdo envolvidas na regulacéo da progressao do ciclo celular. As
ciclinas juntamente com as CDKs funcionam em estagios especificos do ciclo celular

mitético. Em resposta a estimulos mitogénicos, as células sintetizam ciclina D que se
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associa as CDK4 e CDK6. A progressao pela fase G1 bem como a transicdo G1/S
envolve a formagédo dos complexos ciclinas D-CDK4/6 e ciclina E/CDK2 que fosforilam
sequencialmente a proteina retinoblastoma (pRb), inativando-a. Esta por sua vez
libera o fator de transcricdo E2F. Desta forma genes necessario para a entrada em S
sao transcritos. Na forma ativa a Rb, que se encontra hipofosforilada, sequestra os
fatores de transcrigdo da familia E2F, bloqueando sua atividade sobre os promotores
de diversos genes vitais para o prosseguimento de G1 e passagem de G1/S. A
progressao pela fase S e a transicdo S/G2 depende da ativacdo do complexo ciclina
A2/CDK2. Na fase final do G2, a ciclina A2 ativa o CDK1 para facilitar o inicio da fase
M e a ciclina B/CDK1 dirige a transicdo G2-M (ALEKSEENKO et al., 2010;
CHOTINER; WOLGEMUTH; WANG, 2019). O ciclo celular pode ser regulado
ajustando-se a expressao de ciclinas e CDKs, mas também pode ser regulado pela
modulacdo da atividade de CDK. A atividade de CDK é controlada por fosforilagéo
reversivel, executada por fosfatases Cdc25, e também por inibidores de quinases
dependente de ciclina (CKIs) que inibem a ativacdo de CDK por ligacdo aos
complexos ciclina/CDK inibindo-os (ZOHNY et al., 2019). Dentre os CKls, o CKIl p27
se incorpora ao complexo ciclina D CDK4/6 ou ao complexo ciclina E/A CDK2,
restringindo a iniciacao da fase G1 e a transicdo G1/S, sendo, portanto, um regulador
negativo critico da progresséo do ciclo celular (HENGST; REED, 1996; IBANEZ et al.,
2012; ZHANG et al., 2015). A proteina p21 inibe varios complexos ciclinas/CDK como
os complexos ciclina D/CDKA4/6, ciclina E/CDK2, ciclina A/CDK1/2 e ciclina B/CDK1
(BOONSTRA; POST, 2004; HENGST; REED, 1996).

As quantidades e atividade de ciclinas e CDKIs especificas em cada fase do
ciclo dependem das condicbes de estresse ambiental as quais as células séo
expostas. Uma ampla variedade de fatores externos, como fatores de crescimento,
horménios e ROS afetam diversas vias de sinalizacdes que estdo envolvidas na
progressao do ciclo celular, parada do ciclo celular ou apoptose. As ROS podem gerar
uma multiplicidade de efeitos na transducéo de sinal e na progressao do ciclo celular.
Para uma determinada célula e do tipo de ROS, os efeitos dependem da quantidade
de ROS e da duracao da exposicao das células as ROS. Uma exposicao curta a doses
relativamente baixas resulta em uma ativacdo ou melhoria das vias de transducéo de
sinal levando ao aumento da proliferacdo celular (BOONSTRA; POST, 2004,
VERBON; POST; BOONSTRA, 2012). A exposicao prolongada a baixa concentracdes
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de ROS resultard em prolongada ativagdo dessas vias de transducdo de sinal,
comparavel aos efeitos dos fatores de diferenciacédo, o que resultara em uma parada
em G1. Em concentracbes mais altas e, possivelmente, dependendo da localizagéo
celular das ROS, pode ocorrer dano ao DNA, resultando em uma inducao da atividade
da p53 e, consequentemente, na expressao de p2l ou uma inducdo de p21
independente de p-53 via AP-1 ou Spl, que sao fatores de transcricdo redox
sensiveis, levando a parada do ciclo celular (BOONSTRA; POST, 2004; VERBON;
POST; BOONSTRA, 2012). O peroxido de hidrogénio, pode estimular a transicdo G1-
S através de uma via que envolve a regulagdo negativa de p27. A adi¢cao de peroxido
de hidrogénio em linhagens de células mieldides NSF/N1H7 leva a uma degradacgéo
do inibidor p27, diminuindo a sua expressdo e assim facilitando a transicdo G1-S
(DENG; GAO; MAY, 2003).

Em concordancia com a literatura nossos resultados demostraram que a
interferéncia no estado redox do microambiente, devido a deficiéncia de Nox1 do
hospedeiro, afetou a progressdo do ciclo celular nestes tumores. Afetando como
consequéncia a proliferacdo celular. De fato, estudos demonstraram que a Nox1 é
importante para a proliferagéo celular. Nox1 é ativado por agonistas que estimulam o
crescimento em cultura de células, como angiotensina Il, horménio tireoidiano, PDGF,
prostaglandina F2a, trombina, entre outros (LASSEGUE; SAN MARTIN;
GRIENDLING, KATHY K, 2012). A proliferacdo induzida por soro e PDGF esta
aumentada em células musculares lisas vasculares (VSMCs) de camundongos
transgénicos de Nox1. Por outro lado, a inibicdo de Nox1l em VSMCs inibe a
proliferacéo induzida por soro (SUH et al., 1999), hormdnio tireoidiano (WANG; SUN,
2010) e PDGF (LEE et al., 2009). Nox1 estimula a proliferacéo celular de células C10
(pulmé@o de camundongos), em células ativamente em ciclo, reduzindo a necessidade
de fatores de crescimento para manter a expressao da ciclina D1. A utilizacao de DPI,
um inibidor da atividade Nox, bloqueou a proliferacdo de células C10 e bloqueou a
expresséo de ciclina D1 (RANJAN et al., 2006).

As ROS participam da regulagcdo do ciclo celular atuando como segundo
mensageiros sobre varias vias, como a do p21 e p27, as quais demonstramos em
nossos resultados. E bem descrito que a reducdo da expressdo destes inibidores
facilita a transicdo G1-S. Em nossos resultados a inibicdo de Nox1 do hospedeiro

afetou a concentracdo de ROS necesséria para promover a inibicdo de p27,
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promovendo aumento da expressao deste inibidor e como consequéncia parada do
ciclo celular. Nosso resultado vai ao encontro de estudo que demonstra que o aumento
da expresséo de p27 leva ao bloqueio de transicao da fase G1-S e a acumulacéo de
células em GO/G1(HENGST; REED, 1996). Em células de melanoma o peroxido de
hidrogénio promove inibicdo de p27 impedindo a parada do ciclo celular em G1
(IBANEZ et al., 2012).

Varios estudos (ESPOSITO et al., 1998; MCGRATH, 1998; RUSSO et al.,
1995) apontam que as ROS desempenham um importante papel na inducdo do
inibidor de quinase dependente de ciclina p21 com consequente parada do ciclo
celular em G1. Nossos resultados propde que a exposicdo prolongada das células de
melanoma, nos animais deficientes de Noxl, a niveis subproliferativos de ROS
desencadeou um aumento da expresséo proteica de p21. Portanto, o aumento da
expresséo proteica dos CDKI p21 e p27, decorrente da deficiéncia de Nox1, resultou
em parada do ciclo celular no inicio da fase G1. Isto explicaria 0 aumento de ciclina
D1 e diminuicdo de ciclina E observado nesses animais quando comparados aos
animais WT. A parada do ciclo celular no inicio de G1 restringiu o crescimento tumoral
do melanoma B16F10 nos animais deficientes de Nox1, quando comparado aos
animais WT. Nossos resultados corrobora com a literatura que demonstra que a
inibicio de NADPH oxidases, em células de fibroblastos humanos, utilizando
difenileno-iodonio (DPI) promoveu prolongamento das fases G1 e em menor grau de
G2 associado com aumento dos niveis de p27 e alteracdes no niveis de ciclina D1 e
p21 (VENKATACHALAM et al., 2008).

Por fim, n6s avaliamos se a redug&o no crescimento tumoral, nos camundongos
deficientes de Nox1, estava associada com um aumento da apoptose, tendo em vista
gue alguns estudos (SANCHO; FABREGAT, 2010; SEO et al., 2011) apontam que
Nox1 pode favorecer o crescimento tumoral por diminuicdo da apoptose. Para isto nGs
avaliamos a expressao dos genes relacionados a apoptose, Bax e BCL2. No entanto,
nao encontramos correlacdo com esta via, pois, nossas analises, ndo demonstraram
alteracdes na expressao destes genes. Diversos estudos apontam que as proteinas
antiapoptoticas Bcl-2, Bel-xL e Mcl-1 sdo altamente expressas no melanoma, e que
uma maior expressao de Bcl-2/Bax esta correlacionada com uma resisténcia das
células a apoptose (EBERLE; HOSSINI, 2008). A apoptose é governada pela familia

de proteinas BCL-2, que é composta de membros antiapoptéticos, BCL-2, BCL-xL, e
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pro-apoptéticos, BAX e BAK. A subfamilia pro-apoptética ativa diretamente caspases
ou aumenta a permeabilidade da membrana mitocondrial e, assim, induz a liberacao
de fatores apoptogénicos da mitocondria que ativam as caspases. Em contraste, a
subfamilia antiapoptotica, sequestra a proforma das caspases ou previne a liberacéo
de fatores apoptogénicos mitocondriais, como o citocromo c. A heterodimerizagdo
entre membros pro-apoptéticos e antiapoptéticos leva a inativacdo biolégica do
complexo. Um desequilibrio nas concentracdes dessas proteinas € determinante para
a morte celular em situacdes de estresse (ZAKERI et al., 2008). A analise da relacéo
Bcl-2/Bax feita nos tumores nos grupos WT e Nox1-/- ndo demonstrou diferenca entre
0s grupos, demonstrando que o menor crescimento tumoral no grupo Nox1-/- néo teve
relacdo com morte por apoptose. Nossos resultados estdo consistente com estudos
anteriores, mostrando que a inibicdo de Noxs leva a diminui¢cdo da proliferacdo de

células tumorais sem induzir apoptose (YAMAMOTO et al., 2018).

Concluindo, neste trabalho, investigamos como a inibicdo de Noxl1l do
hospedeiro afetaria o crescimento tumoral do melanoma. A primeira constatacao
importante deste trabalho € que Nox1 do tumor ndo € suficiente para sustentar o
crescimento tumoral do melanoma. Isto foi demonstrado pelo menor crescimento
deste tumor nos animais deficientes desta enzima. Portanto, a expressado de Nox1 do
hospedeiro é necessaria para o crescimento tumoral do melanoma visto que nos

animais WT o tumor cresceu mais.

Nossa segunda constatacdo é que Nox1 do hospedeiro participa da regulacéo
do microambiente redox tumoral necessario para o crescimento do melanoma. Aqui
nos demonstramos que a deficiéncia de Nox1 do hospedeiro afetou a homeostase das
ROS do microambiente interferindo em processos que sdo redox regulados, como
angiogénese e proliferacdo. Nox1 do microambiente contribui para a angiogénese do
melanoma através da modulacdo da liberacdo de fatores pro-angiogénicos como
demonstramos pela menor expressao de VEGF nos animais deficiente desta enzima.
Esses animais também apresentam menor expressado de PLGF, que contribui para
menor vascularizagcdo, estudo feito por (STALIN et al.,, 2019). Com relacdo a
proliferagdo, Nox1 do microambiente contribui para manter o potencial redox
necessario nas células em proliferacdo. A inibicdo desta enzima altera o potencial
redox de proliferacdo levando a parada do ciclo celular no inicio de G1 por aumento

de p21, p27 e diminuicdo de ciclina E nestes animais. N0s também constatamos que
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um microambiente redox mais oxidado é necessério para manter a expressao de Nox1
e Nox4 nos tumores (figura 16). De fato, a alteracdo do estado de oxidagdo do

microambiente pela inibicdo de Nox1 diminuiu a expresséo destas enzimas.

Nossa Ultima constatacdo é que a deficiéncia de Nox1l do microambiente,
isoladamente, ndo foi capaz de afetar as células do infiltrado tumoral. Nox1 é expressa
por varias populacdes de células imunes, incluindo macréfagos e linfocitos. Os
macrofagos estao entre as células imunes cujo fenotipo é regulado pela expressao de
Nox1. Entretanto n6s ndo encontramos altera¢des significativas nas populacdes de
macréfagos e linfécitos em ambos os tumores. Em contraposicdo aos nossos
resultados, estudos de Stalin et al. (2019) em tumores colorretais mostraram que a
delecdo genética de Nox1 aumentou o numero de macréfagos pro-inflamatérios nos
tumores. E também que o uso de um inibidor especifico de Nox1, GKT771, aumentou
0 numero de células NKT que se infiltravam no tumor. Este estudo demonstrou que
os efeitos antitumorais do GKT771 requerem um sistema imunoldgico intacto pois este
composto promove efeitos imunomoduladores essenciais para sua atividade

antitumoral.

Diante dos resultados mostrados com este trabalho, que Nox1 do hospedeiro
contribui para a manutencédo do microambiente redox e crescimento do melanoma, o
presente estudo propde uma nova perspectiva no tratamento do melanoma através
do controle redox da doenca, pela diminuicdo das ROS tumorais. No entanto, para
gue essa estratégia seja eficaz, ela deve ter como alvo as ROS quando promovem a
proliferacdo em vez de apoptose no cancer. Entretanto as ROS podem exercer efeitos
divergentes dependendo, da fonte de ROS, da suscetibilidade das células tumorais e
imunes aos ROS e da fase de progressdo do cancer. Aqui nés demonstramos que a
inibicdo de Nox1 do microambiente afeta as ROS proliferativas interferindo com o
crescimento tumoral. Portanto, o desenvolvimento de inibidores de Nox1 se mostra

uma estratégia terapéutica promissora.

De fato, estudo utilizando inibidores de NAPH Oxidases, GKT136901 e
GKT137831 que inibem Nox1/4 vém mostrando resultados proeminentes. O
GKT136901 demostrou uma reducdo do crescimento tumoral por um efeito
antiangiogénico (GARRIDO-URBANI et al., 2011). E o inibidor GKT137831 diminui as

ROS de maneira dose-dependente, mas ndo completamente (WIESEL et al., 2012).
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Um desafio a ser superado para o avanco de uma terapia baseada na
modulacdo redox tumoral especifica € o desenvolvimento de inibidores especificos de
NADPH Oxidases. Atualmente o Unico inibidor especifico de Nox1 € o GKT771 que
se encontra em testes pré-clinicos (GENKYOTEX, 2019). Isso explica por que alguns
dos estudos que enfocam o papel das NADPH Oxidases no cancer utilizam a inibicao

genética, como foi proposto por nosso trabalho.

ALTERACAODO
MICROAMBIENTE

foamse— (173
el 4 ‘l mRNA NOX1 NO TUMOR | '

X Gl - | mRNA NOXa NO TUMOR 1 i H\
G2 \J\é
S CRESCIMENTO DO
MELANOMA

Figura 17. Representagdo esquemética de como a deficiéncia de Nox1 do hospedeiro interfere no

crescimento tumoral do melanoma.
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6 CONCLUSAO

O conjunto dos resultados apresentados neste trabalho permitem as seguintes

conclusoes:

- Nox1 do hospedeiro é necessaria para o crescimento tumoral do melanoma
tendo em vista que os animais deficientes desta enzima apresentaram menor volume
e peso tumoral. De fato, o crescimento do melanoma em um microambiente com

deficiéncia de Nox1 foi menor.

- Nox1 do hospedeiro é necessaria para a angiogénese tumoral pois a sua
deficiéncia diminui a liberacdo de fatores pré-angiogénicos (VEGF) reduzindo a

angiogénese tumoral.

- A Nox1 do hospedeiro € necessaria para a manutencdo do microambiente
redox do melanoma. De fato, a interferéncia no estado redox deste microambiente,
devido a deficiéncia de Nox1, diminuiu a expressédo génica de Noxl e Nox4 nos
tumores dos camundongos deficientes desta enzima o que contribuiu ainda mais para

a desregulacéo redox do microambiente.

- Nox1 do hospedeiro € necessaria para a proliferacao celular do melanoma. A
sua deficiéncia interfere na progressao do ciclo celular por altera¢cdes nos niveis de
ciclina D1, ciclina E, p21 e p27, resultando em parada do ciclo celular no inicio da fase
G1l.

- A deficiéncia de Nox1 do hospedeiro ndo altera a fosforilacdo do EGFR e a
ativacdo de MAPK (ERK 1/2, p-38 e JNK), AKT e STATS3.

- A deficiéncia de Nox1 do hospedeiro ndo altera a expresséao de fatores pré ou
antiapoptoticos (BAX e BCL2).

- A deficiéncia de Nox1 do hospedeiro néo altera as populagdes de células do

infiltrado tumoral em ambos os grupos.
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