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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 Séao
Paulo, Sao Paulo, 2019.

Alteracfes no estado redox celular fazem parte de mecanismos que a célula utiliza
para integrar informacdes e coordenar complexas vias de sinalizagéo envolvidas na
progressdo tumoral. Varios estudos mostraram que espécies reativas de oxigénio
geradas pela NADPH oxidase sdo essenciais para a proliferacdo e sobrevivéncia do
melanoma. A expressao 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 no 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 o 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 populacdes 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.
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ABSTRACT

MORAIS, PF. Host NADPH Oxidase Nox1l Contributes to Maintaining Redox
Microenvironment and Melanoma Growth. 2019.76f. Dissertation (Master in
Pharmacology) - Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo, Sao Paulo,
20109.

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.



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 € 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 concentracdes. Os altos niveis de ROS, produzidos em células tumorigénicas,
séo benéficos para a tumorigénese e promovem vias de sinalizag&o 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 apds 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 proliferacdo
celular e, em muitos casos, pode ser acoplado a adapta¢gdes redox para promover a
sobrevivéncia celular e resisténcia a drogas. Diante disto, a modulagdo 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



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



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



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).



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;



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,



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;



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).



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



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



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



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).



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).



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



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



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



(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).



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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