UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pés-Graduacio em Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia)
Area de Fisiopatologia

Peroxirredoxina 2 na modulag¢ao do fenotipo invasivo em melanoma com
mutacao em NRAS

Isabella Harumi Yonehara Noma

Tese para obtengdo do Titulo de Doutora em Ciéncias

Orientadora:
Profa. Dra. Silvya Stuchi Maria-Engler

Sao Paulo
2023



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Poés-Graduacio em Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia)
Area de Fisiopatologia

Peroxirredoxina 2 na modulagdo do fenotipo invasivo em melanoma com
mutacao em NRAS

Isabella Harumi Yonehara Noma

Versdo corrigida da Dissertagdo/Tese conforme resolucao CoPGr 6018

Tese para obtencao do Titulo de Doutora em Ciéncias

Orientadora:
Profa. Dra. Silvya Stuchi Maria-Engler

Sao Paulo
2023



Autorizo a reproducédo e divulgacéo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletronico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Ficha Catalografica elaborada eletronicamente pelo autor, utilizando o programa
desenvolvido pela Se¢éo Técnica de Informética do ICMC/USP e
adaptado para a Divisdo de Biblioteca e Documentacao do Conjunto das Quimicas da USP

Bibliotecaria responsavel pela orientacdo de catalogagdo da publicacéo:
Marlene Aparecida Vieira - CRB - 8/5562

Noma, Isabella Harumi Yonehara
N799%9p Peroxirredoxina 2 na modulacgdo do fendtipo
invasivo em melanoma com mutacdo em NRAS / Isabella
Harumi Yonehara Noma. - Sdo Paulo, 2023.
111 p.

Tese (doutorado) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo.
Departamento de Farméacia.

Orientador: Maria-Engler, Silvya Stuchi

1. Melanoma. 2. Antioxidantes. 3. Biologia
celular. 4. Invasdo celular. 5. Cancer. I. T. II.
Maria-Engler, Silvya Stuchi , orientador.







Isabella Harumi Yonehara Noma

Peroxirredoxina 2 na modulagdo do fenotipo invasivo em melanoma com
mutagao em NRAS

Comissao Julgadora da Tese para obtenc¢do do Titulo de Doutora em Ciéncias

Prof. Dr. Orientador/presidente:

1° examinador

2° examinador

3° examinador

4° examinador

Sao Paulo, de de 2023.




AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por me dar suporte e coragem para seguir todo esse caminho de
aprendizado,

Agradeco a minha familia e a0 meu namorado pela ajuda, todo suporte emocional e
incentivo para conseguir conquistar e buscar todos os meus objetivos,

Agradego a todos os amigos que estiveram presentes ou a distancia sempre dando apoio
e torcendo pelas minhas conquistas,

Agradeco a orientacao da professora Silvya Stuchi durante todo o doutorado, por estar
sempre disposta e disponivel para tudo o que for necessario, por incentivar os experimentos e
estar sempre atenta e cuidadosa durante todo o tempo,

Agradego a todo laboratorio de Fisiopatologia da pele por toda ajuda, companheirismo,
amizades e suporte diariamente. Em especial a Larissa Anastacio por ensinar todos os
experimentos, por sua amizade e ajuda de sempre; Manoel Oliveira, Renaira Oliveira, Denisse
Camarena e Sophia Tavares por colaborarem nos experimentos, pela parceria e amizade,

A todos do laboratdrio: Julia Rezende, Julia Bagatin, Walter Turato, Silvia Romano,
Professora Silvia Berlanga, Andressa, Rodrigo Queijo, Ylana que estiveram presentes durante
essa jornada e foram essenciais ajudando de forma direta ou indiretamente,

Agradego aos colaboradores do projeto o Professor Jérémie Nsengimana e Professora
Julia-Newton Bishop (Escola de Medicina da Universidade de Leeds e Universidade de
Newcastle),

Agradego a secretaria, em especial a Elaine, Edna e Samanta ¢ ao Programa de Pos-
Graduagdo em Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia), da Universidade de Sao Paulo,

Agradeco a todas as agéncias financiadoras: FAPESP (18/14936-1 e 17/04926-6) e
CNPq (#408769/2018, #304339/2017-2 e 142058/2020-3).

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenag¢do de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cdédigo de Financiamento 001.



EPiIGRAFE

“Deus quer mais de ti um minimo de obediéncia e docilidade,
do que todas as acdes que realizas por ele”

Sdo Jodo da Cruz

“E justo que muito custe o que muito vale”

Santa Teresa D’Avila



RESUMO

NOMA, 1. H. Y. Peroxirredoxina 2 na modulac¢io do fendtipo invasivo em melanoma com
mutacido em NRAS. 2023. Tese (Doutorado em Ciéncias — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2023.

O melanoma € o cancer de pele mais letal, com taxa de mortalidade de aproximadamente 20%
dentre todos os novos casos diagnosticados anualmente. Os principais fatores de risco incluem
a exposicdo a radiacdo ultravioleta e a predisposicdo genética. O acumulo de mutacdes em
nevos melanociticos predispde ao desenvolvimento do tumor, sendo a mutagdo mais comum
em BRAF (B-Raf Proto-Oncogene, Serina/Treonina Quinase), presente em cerca de 50% dos
casos, seguida pela mutagdo em NRAS (Homologo de oncogene viral RAS de neuroblastoma),
que representa cerca de 20% dos casos e € associada a um pior prognéstico devido ao aumento
das taxas de invasdo e metastases. Infelizmente, ainda ndo ha terapias direcionadas para o
melanoma com mutacdo em NRAS, como ja existe para pacientes com a mutacdo em BRAF,
que possuem a terapia alvo dirigida. Em busca de possiveis alvos terapéuticos, ha estudos
relatando a acdo de enzimas antioxidantes, como as peroxirredoxinas (PRDX), alterando a
homeostase redox intracelular e a tumorigénese. A isoforma PRDX2 ja foi estudada em outros
tipos de canceres, pois € capaz de reduzir peroxidos na presenca de NADPH pelo acoplamento
ao sistema tiorredoxina/tiorredoxina redutase. Curiosamente, a PRDX2 é pouco expressa em
melanoma metastatico e possui a capacidade de induzir a estabilizacéo de jungdes aderentes em
melanoma com mutacdo em BRAF. Desse modo, o objetivo do trabalho foi investigar o papel
da PRDX2 em melanoma com mutacdo em NRAS como possivel biomarcador e/ou alvo
terapéutico. Foi realizado o silenciamento (shRNA) de PRDX2 e 0 uso de um mimético
farmacolégico de PRDX2 (Gliotoxina) para verificar seu potencial na proliferacdo, migracéo e
invasédo celular. Alem disso, foram feitas analises in silico em tumores de melanoma primario,
comparando a expressdo da PRDX2 com marcadores e caracteristicas clinicas relacionadas a
progressao do tumor. Os resultados obtidos demonstraram que PRDX2 estd mais expressa em
melanoma proliferativo do que em melanoma invasivo, e esta correlacionada negativamente
com marcadores de transicdo epitélio-mesénquima (N-caderina, Snail, Smad) e regulado
positivamente com marcadores de estabilizagdo celular ¢ proliferagao (MITF, B-catenina,
Queratina). Em experimentos com a gliotoxina, observou-se a capacidade de reduzir a migracao
em celulas de melanoma NRAS mutante. As células de melanoma NRAS mutante com baixa
expressdo de PRDX2 apresentaram sitios de invasdo na pele humana reconstruida, confirmando
seu potencial invasivo. Os dados in silico de pacientes com melanoma primario com maior
expressdo PRDX2, apresentaram menor estadiamento do tumor e aumento de sobrevida.
Portanto, a PRDX2 pode ser um possivel biomarcador e/ou alvo terapéutico para pacientes com
melanoma NRAS mutante invasivo.

Palavras-chaves: melanoma, NRAS, peroxirredoxina, metastase, modulacao fenotipica.



ABSTRACT

NOMA, I. H. Y. Peroxiredoxin 2 in the modulation of the invasive phenotype in NRAS-
mutated melanoma. 2023. Tese (Doutorado em Ciéncias — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2023.

The melanoma is the deadliest skin cancer, with a mortality rate of approximately 20% among
all new cases diagnosed annually. The main risk factors include exposure to ultraviolet radiation
and genetic predisposition. The accumulation of mutations in melanocytic nevi predisposes
tumor development, with the most common mutation in BRAF (B-Raf Proto-Oncogene,
Serine/Threonine Kinase), present in about 50% of cases, followed by mutation in NRAS
(NRAS Proto-Oncogene, GTPase), which represents about 20% of cases and is associated with
worse prognosis due to increased rates of invasion and metastases. Unfortunately, there are still
no targeted therapies for NRAS-mutated melanoma, as there already is for patients with BRAF-
mutated melanoma. In search of possible therapeutic targets, there are already studies reporting
the action of antioxidant enzymes, such as peroxiredoxins (PRDX), altering intracellular redox
homeostasis and tumorigenesis. The PRDX2 isoform has already been studied in other types of
cancers, as it is capable of reducing peroxides in the presence of NADPH by coupling to the
thioredoxin/thioredoxin reductase system. Interestingly, PRDX2 is poorly expressed in
metastatic melanoma and has the ability to induce stabilization of adherent junctions in BRAF-
mutated melanoma. Thus, the aim of this study was to investigate the role of PRDX2 in NRAS-
mutated melanoma as a possible biomarker and/or therapeutic target. Gene editing (ShRNA)
was performed to silence PRDX2 and the use of a pharmacological mimetic of PRDX2
(Gliotoxin) to verify its potential in cell proliferation, migration and invasion. In addition, in
silico analyses were performed on primary melanoma tumors, comparing PRDX2 expression
with markers and clinical characteristics related to tumor progression. The results obtained
demonstrated that PRDX2 is more expressed in proliferative melanoma than in invasive
melanoma, is negatively correlated with markers of epithelial-mesenchymal transition (N-
cadherin, Snail, Smad) and positively regulated with markers of cell stabilization and
proliferation (MITF, B-catenin, Keratin). In experiments with gliotoxin, the ability to reduce
migration in NRAS-mutated melanoma cells was observed. NRAS-mutated melanoma cells
with low expression of PRDX2 showed invasion sites in reconstructed human skin, confirming
their invasive potential. In silico data from patients with primary melanoma with higher PRDX2
expression showed lower tumor staging and increased survival. Therefore, PRDX2 may be a
possible biomarker and/or therapeutic target for patients with invasive NRAS-mutated
melanoma.

Keywords: melanoma, NRAS, peroxiredoxin, metastasis, phenotype switching.
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INTRODUCAO

EPIDEMIOLOGIA E FATORES DE RISCO ASSOCIADOS AO MELANOMA

O cancer de pele ¢ o mais frequente no Brasil, correspondendo a 30% dos tumores malignos
registrados. Os tipos de cancer de pele sdo: carcinoma de células escamosas, carcinoma
basocelular, representando a maioria dos casos ¢ o cancer de pele melanoma. O melanoma ¢
mais incidente na regido sul e representa 3% dos casos de cancer de pele (Ministério da Satde,
2023). Apesar da baixa porcentagem, estima-se 8.980 novos casos com 1.923 ¢bitos registradas
no Brasil, em 2020 (INCA, 2022). American Cancer Society apresenta o cancer de pele
melanoma em quinto lugar na estimativa de novos casos em 2023 em ambos os sexos (SIEGEL
MPH et al., 2023) (Figura 1). O melanoma ¢ o tipo de cancer de pele mais letal, sendo
responsavel por 57.043 mortes no mundo todo, cerca de 18% dos 324.635 novos casos em 2020
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESERCH ON CANCER, 2019). Essa alta letalidade
pode ser explicada pela grande capacidade de invasdao e metastase de um tumor primario para
outros Orgdos, por suas propriedades intrinsecas e extrinsecas (microambiente tumoral)

(SATYAMOORTHY; HERLYN, 2002).

Figura 1. Estimativa de novos casos de cancer por tipo e sexo, Estados Unidos, 2023. Exceto
o cancer de pele nao melanoma

Estimated New Cases

Males Females
Prostate 288,300 29% . Breast 297,790 31%
Lung & bronchus 117,550 12% . Lung & bronchus 120,790 13%
Colon & rectum 81,860 8% Colon & rectum 71,160 8%
Urinary bladder 62,420 6% Uterine corpus 66,200 7%
Melanoma of the skin 58,120 6% Melanoma of the skin 39,490 4%
Kidney & renal pelvis 52,360 5% Non-Hodgkin lymphoma 35,670 4%
Non-Hodgkin lymphoma 44,880 4% Thyroid 31,180 3%
Oral cavity & pharynx 39,290 4% Pancreas 30,920 3%
Leukemia 35,670 4% Kidney & renal pelvis 29,440 3%
Pancreas 33,130 3% Leukemia 23,940 3%
All Sites 1,010,310 100% : All Sites 948,000 100%

Fonte: SIEGEL MPH et al., 2023.

O desenvolvimento do melanoma ¢ multifatorial, relacionado com a susceptibilidade
genética e exposi¢do ambiental. O principal fator ambiental € a exposi¢ao a radiagdo ultravioleta
(UV) responsavel por 60-70% dos casos de melanomas. A radia¢do solar UV ¢ dividida em

UVA, UVB e UVC (sendo esta tltima absorvida pela camada de 0zonio). A radiagdo UVB pode
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gerar danos no DNA (4cido desoxirribonucleico) que induzem a apoptose celular. Por sua vez,
a radiacdo UVA pode gerar moléculas de oxigé€nio altamente reativas, como oxigénio singlete
e peroxido de hidrogénio, que reagem causando danos no DNA (D’ORAZIO et al., 2013). A
exposicdo natural a luz solar é considerada um fator de risco para o cancer de pele
(DZWIERZYNSKI, 2021). Além disso, as camaras de bronzeamento sdo reconhecidas como
pertencentes a categoria de risco para o cancer de pele. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) proibiu o uso de cdmaras de bronzeamento em 2009, baseando-
se em estudos que evidenciaram uma relagdo direta entre o uso dessas cdmaras e o aumento do
risco de cancer de pele (IARC, 2006).

A pigmentacao derivada da producdo abundante de melanina, protege o folato e permite a
penetracdo de UV para sintese de vitamina D. Individuos com pele clara ou escura tém
geralmente o mesmo nimero de melanocitos, porém na pele clara, os melanocitos produzem
menos melanina. Portanto, os individuos com fototipo I (pele clara, cabelos loiros ou ruivos,
olhos claros e sardas) tém maior risco de desenvolver melanoma, ja que individuos caucasianos
correspondem a 70% dos casos de melanoma. Além disso, os homens tém 1,5 vezes mais
chances de desenvolver melanoma do que as mulheres. A predisposicao hereditaria representa
5-10% dos casos de melanoma. O desenvolvimento do melanoma esté relacionado a presenca
de nevos, fatores genéticos, dieta, imunossupressao e historico de cancer (CARR; SMITH;
WERNBERG, 2020; DZWIERZYNSKI, 2021).

Na clinica médica, o sistema de Breslow ¢ utilizado para ajudar na avaliacao do estagio do
cancer de pele melanoma. Esse método mede a profundidade do tumor de melanoma na pele,
desde o topo até as células tumorais mais profundas. Caso o tumor esteja ulcerado, a medida ¢
feita a partir da base da tlcera até as células mais profundas. Tumores com maior espessura ou
profundidade estdo associados a taxas mais baixas de sobrevivéncia (EL SHAROUNI et al.,
2022).

Ha também o sistema American Joint Committee on Cancer (AJCC) de estadiamento, que
fornece informagdes sobre a quantidade e disseminagdo do cancer no corpo do paciente. O
sistema de estadiamento do melanoma sdo divididos em quatro estagios: I e II para melanomas
primarios, estagio I1I para pacientes com metastases locoregionais e estagio IV para pacientes
com metéstases em locais distantes, baseado também na espessura do tumor (SCOLYER et al.,
2020). Criado e continuamente atualizado pelo AJCC, ¢ uma ferramenta importante para avaliar
a extensdo do cancer e determinar o tratamento mais adequado para o paciente (BALCH et al.,

2009).
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PROGRESSAO DO MELANOMA

Os melanoécitos sao células derivadas da crista-neural que residem na pele, olhos, foliculos
capilares e diversos tecidos do corpo. Representam a minoria da populagcdo de células da
epiderme basilar e tém como principal fungdo o fornecimento do pigmento da melanina. A
melanina ¢ uma macromolécula complexa que absorve UV, atua na prote¢ao dos queratindcitos
da epiderme, evitando danos ao DNA induzidos pela UV. A diminui¢do de pigmento reduz a
protecdo a UV, o que contribui diretamente na carcinogénese (DAMSKY; BOSENBERG,
2017).

A proliferagdo benigna dos melandcitos formam os nevos melanociticos, que geralmente
crescem na primeira e segunda década de vida com a tendéncia de regredir apds a sexta década.
A alta prevaléncia de nevos comuns contribuem para o aparecimento de melanomas, embora a
evolucdo de um nevo para melanoma seja rara (DAMSKY; BOSENBERG, 2017; SHAIN;
BASTIAN, 2016). O nevo displasico seria uma etapa intermedidria entre 0 nevo comum € 0
melanoma, potencialmente maligno (com lesdes malignas e benignas), quando os melanocitos
adquirem mutagdes ativadoras de proliferacao. O melanoma in situ refere-se a proliferacao de
melandcitos com nicleos aumentados que crescem de forma irregular na epiderme, pode estar
relacionado ou ndo com lesdes invasivas (podem persistir por anos antes de se tornar invasiva).
Nesse tipo de melanoma a taxa de sobrevida ¢ de 100% pela resseccdo do tumor e ocorre
geralmente em individuos mais velhos, ou que tiveram exposicao solar cronica com alta
frequéncia de mutagdes que afetam as vias de sinalizagdo de MAPK (proteina quinase ativada
por mitdgeno) (SHAIN; BASTIAN, 2016).

Quando as células deixam o epitélio da epiderme e se inserem no tecido mesenquimal
subjacente (derme), o melanoma se torna invasivo. Quanto maior a profundidade da invasdo do
melanoma, maior o risco de doenca metastatica. O melanoma metastatico ¢ caracterizado pela
disseminacdo dessas células de um sitio primario para colonizar outros tecidos, sendo que os
linfonodos podem ser acometidos (SHAIN; BASTIAN, 2016). A progressao do melanoma esta
associada a diminui¢do de diferenciacdo ¢ também de marcadores de melanoma como MITF
(fator de transcricdo associado a microftalmia), além de alteragdo em marcadores de adesdo
celular, como perda de E-caderina, aumento de N-caderina, integrina e metaloproteinases
(MILLER; MIHM, 2006).

As células cancerigenas possuem uma notavel habilidade de se adaptar a condi¢des de
estresse, incluindo a capacidade de utilizar sistemas antioxidantes para garantir sua

sobrevivéncia. Em um estudo de bioinformatica realizado por Carvalho e colaboradores
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(CARVALHO et al., 2022), foram identificadas proteinas alteradas em pacientes com
melanoma invasivo e metastatico. Entre elas, as proteinas NOS2 (Oxido Nitrico Sintase 2),
SODI1 (Superoxido Dismutase 1), GPX1 (Glutationa Peroxidase 1), NOX2 (NADPH Oxidase
2), NOX4 (NADPH Oxidase 4), PRDX1 (Peroxiredoxina 1), PRDX4 (Peroxiredoxina 4),
PRDXS5 (Peroxiredoxina 5) e PXDN (Peroxidasina) foram encontradas em niveis elevados no
melanoma invasivo, enquanto as proteinas SOD3 (Superoxido Dismutase 3), CAT (Catalase),
GSTT1 (Glutationa S-Transferase Teta 1), NOX1 (NADPH Oxidase 1), PRDX2
(Peroxiredoxina 2) e PRDX6 (Peroxiredoxina 6) apresentaram-se diminuidas. J4 no melanoma
metastatico, houve um aumento nas concentragdes de NOS2, GSR (Glutationa-Dissulfeto
Redutase), NOX2, NOX4, PRDX3 (Peroxiredoxina 3), PRDX4 e PRDX6, enquanto as
proteinas SOD3, CAT, GLRX (Glutarredoxina), GSTP1 (Glutationa S-Transferase Pi 1),
GSTTI1, TXN (Tiorredoxina), PRDX1, PRDX2 e PRDXS5 foram encontradas em niveis
reduzidos. Esses resultados destacam a importancia das diferentes isoformas de proteinas redox

em diferentes estdgios do tumor, como evidenciado na Figura 2.

Figura 2. Progressao dos tumores de melanoma associado ao seu perfil histopatolégico,
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genético e oxidativo

Melanoma invasivo
> metastatico
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1

I
Célula '_°
tumorali

Mutacdo em BRAF
NRAS, Myc perda de CDKN2A

Alteracoes
moleculares perda de PTEN
aumento de CD1
perda de E-caderina
expressao de N-caderina
expressao de MMP2
~ NOS2, GSR, NOX2, NOX4,
Proteinas ...\ PRDX3, PRDX4, e PRDX6
antioxidantes . SOD3, CAT, GLRX,
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Fonte: Adaptado de CARVALHO et al., 2022; MILLER; MIHM, 2006; SHAIN; BASTIAN, 2016.

MUTACOES GENETICAS ASSOCIADAS AO MELANOMA

Melanomas sdo caracterizados por um acimulo de diversas mutagdes patogénicas, sendo as
mais frequentes, as que alteram vias importantes de sinalizagdo de sobrevivéncia celular,
incluindo proliferacdo, metabolismo, resisténcia a apoptose, controle do ciclo e replicacao
(SHAIN; BASTIAN, 2016). No caso do melanoma, a principal via afetada ¢ a via de MAPK,

que estad envolvida em diversos processos fisiologicos, tais como proliferagdo, diferenciagao,
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desenvolvimento, migracdo, apoptose e transformacao celular (TEIXIDO et al., 2021).

A via RAS regula vérias vias de ativagdo através da cascata de fosforilacdo, a qual recruta
fatores de transcricdo para ativar conjuntos de genes-alvo. A ligagdo ao receptor de tirosina
quinase (RTK) na superficie extracelular, estimula a ativagdo de RAS na face interna da
membrana plasmatica, e assim propaga o sinal para proteina serina-treonina quinase (RAF)
(WARNE; VICIAN; DOWNWARD, 1993), que possui trés homodlogos: A-Raf Proto-
Oncogene, Serina/Treonina Quinase (ARAF), B-Raf Proto-Oncogene, Serina/Treonina
Quinase (BRAF) e Raf-1 Proto-Oncogene, Serina/Treonina Quinase (CRAF (chamado de
RAFT1)). Na presenca do fator de crescimento, RAS ligado ao Trifosfato de guanosina (GTP)
ativa RAF, que fosforila dois membros da familia da proteina quinase quinase ativada por
mitogeno chamado MEK1 e MEK2 (conhecido como MAP2K1 e MAP2K2) que por sua vez,
fosforilam e ativam a cascata de quinases relacionadas ao sinal extracelular chamado ERK1 e
ERK2 (conhecido como MAPK3 e MAPKI) (Figura 3), que regulam amplos processos
biolégicos como a progressao do ciclo celular. A desregulagdo dessa via causa hiperativagao da
cascata, com subsequente aumento de proliferacdo, sobrevivéncia, invasdao, metdstases e

angiogénese (AL MAHI; ABLAIN, 2022; TEIXIDO et al., 2021).

Figura 3. Esquema das principais vias de sinalizagdo celular e frequéncia das mutagdes no
melanoma
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Fonte: DAVIS et al., 2018.
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Outro efeito de RAS ¢ pela via de fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) (SJOLANDER et al.,
1991), que ¢ uma familia de quinases lipidicas que regulam vérias proteinas sinalizadoras como
as proteinas quinases serina-treonina (AKT). A proteina AKT ¢ responsavel pela degradagdo de
TP53, inibigdo de proteinas pro-apoptoticas, e ativagao a proteina alvo da Rapamicina (mTOR),
um regulador de crescimento. A fosforilagdo de PI3K ¢ reprimida pelo homologo de fosfatase
e tensina (PTEN), um importante supressor de melanoma (LEONARDI et al., 2018; LI et al.,
1997). As vias MAPK, PI3K e Fator Nuclear Kappa B (NFkB) se cruzam significativamente
na patogénese do melanoma.

Um importante alvo da via MAPK no contexto do melanoma ¢ o MITF, um regulador
mestre na diferenciagdo e manutencao dos melanocitos (AROZARENA; WELLBROCK,
2019a), que modula a pigmentagao e tem atividade transcricional moduladas por ERK, por meio
de modifica¢des pos-transcricionais como a fosforilagdo. O MITF pode agir como oncogene no
melanoma, pois amplifica e promove a proliferacao dessas células tumorais (TEIXIDO et al.,
2021). O KIT ¢ um proto-oncogene receptor tirosina quinase que se encontra majoritariamente
na membrana celular de melanomas acrais € mucosos, sendo biologicamente diferente dos
cutaneos (CURTIN et al., 2005; DAVIS et al., 2018). O gene de neurofibromatose tipo 1 (NF1)
¢ uma proteina ativadora de GTPase que amortece a sinalizagio de MAPK regulando
negativamente a atividade de RAS, desse modo, mutagdes com perda de NF1 levam a ativagao
de MAPK e aumento das vias de proliferacao.

Alteracdes nos genes BRAF, NRAS, NF1 e KIT estdao presentes em 93% dos melanomas
cutaneos e sdo mutuamente exclusivos, embora uma pequena por¢ao dos tumores apresente
alteragdes em varios genes (AKBANI et al., 2015; AL MAHI; ABLAIN, 2022; LEONARDI et
al., 2018). A prevaléncia das mutagdes ¢ de aproximadamente 40-60% para a mutagdo BRAF,
sendo a mais comum, seguida de 15-30% para NRAS, 10-25% para NF1 e 6-10% para triplo
selvagem (WT) e KIT (AKBANI et al., 2015). As mutacdes nos outros genes RAS como
homologo oncogénico viral do sarcoma de rato kirsten (KRAS) e homologo oncogénico viral
do sarcoma de rato harvey (HRAS) sd@o muito mais raras, ocorrendo em 3% e 2% dos
melanomas cutaneos, respectivamente.

J4 as mutagdes nas proteinas G (GNAQ/GNAT11) ocorrem em quase 90% dos melanomas
uveais, mas sdo extremamente raras em tumores cutaneos (DAVIS et al., 2018). A presenga de
mutacdes BRAF e NRAS em nevos benignos suportam a hipdtese de que a ativagdo das vias
de MAPK ¢ um evento precoce no desenvolvimento do melanoma (SHAIN; BASTIAN, 2016).
No entanto, o0 melanoma s se inicia quando combinado com inativagdo de gene supressores de

tumor como inibidor de quinase dependente de ciclina 2 (CDKN2A), PTEN ou proteina tumoral
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p53 (TP53) (AL MAHI; ABLAIN, 2022; PATTON et al., 2005), além de ser determinante para
a ocorréncia de metastase (LEE et al., 2013).

A mutagdo em BRAFV600E ¢ a mais frequente no melanoma cutaneo, associado ao subtipo
com disseminacao superficial, em paciente mais jovens, e areas da pele ndo expostas ao sol,
afetando cerca de 80% dos melanomas. V600K envolve 15% e V600OR/M/D/G sdo encontradas
em cerca de 5% dos casos (CASTILLO et al., 2020; TEIXIDO et al., 2021).

Oitenta por cento das mutacdes NRAS ocorrem no cédon 61 e compreendem substituigdes
de aminoacidos na posi¢do 61 de glutamina (Q) para arginina (R - 38%), lisina (K - 34%),
leucina (L - 10%) e menos frequente o glutamato (E), histidina (H) ou prolina (P) (WEBSTER;
KUGEL; WEERARATNA, 2015), que resulta em uma ativa¢do constitutiva da atividade de
RAS. A mutacdo em NRAS surgem em pele com dano solar acumulativo, sugere-se uma
mutagénese relacionada a UV, e estd relacionada com os piores progndsticos em paciente com

melanoma (TEIXIDO et al., 2021).

TERAPIAS APROVADAS PELA FDA PARA MELANOMAS CUTANEOS

Nos tultimos 10 anos, houve um grande avango no prognostico do melanoma, com a
aprovacao de 13 novas terapias pela FDA (U.S. Food and Drug Administration), incluindo
terapias direcionadas e imunolégicas (LUKE et al., 2017), com inibidores de checkpoint
imunolégico (ipilimumabe) isolados ou combinados, utilizados como terapia adjuvante

(PATTON et al., 2021) (Figura 4).

Figura 4. Esquema cronologico das aprovagdes de tratamento pela US Food and Drug
Administration para pacientes com melanomas avangados (individual e combinada)
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Figura adaptada: PATTON et al., 2021.

O tratamento do melanoma metastatico mostrou mudangas ao longo dos anos com o
desenvolvimento de inibidores de quinases (MAPK), como os inibidores de BRAF
(vemurafenibe, dabrafenibe, ou encorafenibe) que obteve uma resposta terapéutica em 50-80%
de pacientes, com sobrevida global de 16 a 20 meses. Porém, as vias de MAPK sdo reativadas
por meio de vias alternativas, resultando em proliferacdo e crescimento de metastases que
estavam em remissdo, devido a uma resisténcia secundaria a monoterapia apos 5-6 meses. Por
1sso, buscou-se a combinacdo de terapias utilizando inibidores de BRAF com inibidores de
MEK para uma melhora de resposta e sobrevida (COSGAREA et al., 2017).

Embora as terapias alvo dirigidas e imunoterapias ampliaram o nimero de pacientes que
podem se beneficiar desses avangos terapéuticos (EGGERMONT et al., 2018; LONG et al.,
2017). A maioria dos pacientes com melanoma metastatico ainda ndo ¢ tratado pelas terapias
atuais, devido a heterogeneidade genética da doenga, especialmente em pacientes cujos tumores
nao possuem mutagdo BRAF e em subtipos raros de melanoma, como uveal, acral ¢ mucosa.
Além disso, muitos melanomas sdo inerentemente resistentes a essas terapias (resisténcia
primaria), ou desenvolvem resisténcia apds uma resposta inicial (resisténcia adquirida)
(PATTON et al., 2021).

Os pacientes que apresentam mutagdes em RAS, presentes em cerca de 30% dos
melanomas, principalmente no gene NRAS, ainda tém poucas opg¢des de tratamento eficazes.
Isto ¢ especialmente critico apds a falha da imunoterapia com anticorpos anti-CTLA4 (proteina
associada a linfocitos T citotoxicos 4) ou anti-PD1 (proteina de morte celular programada 1).
Até agora, apenas inibidores de MEK tém se mostrado eficientes em ensaios clinicos para este
grupo de pacientes. Binimetinibe, um inibidor de MEK, demonstrou atividade clinica em um
estudo aberto de fase II com uma taxa de resposta parcial de 20% (SINGH; LONGO;
CHABNER, 2015).

Outro estudo em pacientes com melanoma NRAS mutante que utilizaram binimetinibe,
apresentou uma taxa de resposta maior, mas houve pouca diferenga no tempo de sobrevida (11
vs. 10,1 meses, p = 0,5) (DAVIS et al., 2018; MUNOZ-COUSELO et al., 2017; TSAO et al.,
2012). Pacientes com melanoma metastadtico com mutacdo em NRAS apresentaram um
aumento na sobrevida de 2,8 meses com binimetinibe, em comparagdo com dacarbazina (1,5
meses), mas ainda com uma sobrevida mais baixa do que pacientes com mutacdo em BRAF
(COSGAREA et al., 2017). No entanto, pacientes que ja foram submetidos a tratamento com

imunoterapia mostraram uma melhor resposta com inibidores de MEK, com uma taxa de
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sobrevida de 5,5 meses (RANDIC et al., 2021). Portanto, opgdes de tratamento eficazes sdo
urgentemente necessarias para pacientes com melanoma avangado com mutagdo NRAS.

Outros inibidores de MEK (trametinibe e selumetinibe) foram avaliados em pacientes
com melanoma avangado com mutagdo NRAS, sem resultados favoraveis (FALCHOOK et al.,
2012; KIRKWOOD et al., 2012). Em contraste, outro inibidor d¢ MEK em desenvolvimento
clinico, o pimasertibe, em um estudo de fase I mostrou atividade clinica em pacientes com
melanoma localmente avancado ou metastatico, particularmente em tumores com mutagdes
BRAF e NRAS. A taxa de resposta foi de 12,4% (11/89), e 9 dos 11 que responderam a terapia
apresentavam uma mutagdo BRAF e/ou NRAS (3/11) (LEBBE et al., 2021; TEIXIDO et al.,
2021).

No Brasil, de acordo com Ministério da Satide (PORTARIA CONJUNTA N° 19, de 25
de OUTUBRO de 2022), o tratamento ¢ definido apds a confirmagdo histopatologica e o
estadiamento do caso. As possibilidades terapéuticas do melanoma cutaneo incluem tratamento
cirargico, adjuvante, sistémico e radioterapia (SAUDE, 2022). A Sociedade Americana de
Oncologia Clinica (ASCO) recomenda terapia adjuvante com inibidores de BRAF/MEK para
pacientes com mutagdo em BRAF. Pacientes com doengas em estagios III recomenda o uso de
nivolumabe e pembrolizumabe. Pacientes com melanoma em estagio IV ressecavel, assim
como as diretrizes americanas, recomenda-se o uso de nivolumabe adjuvante, pembrolizumabe
ou dabrafenibe em conjunto com trametinibe. Porém, em caso de falha terap€utica nao ha outro
tipo de associacao recomendada. ASCO também orienta para paciente com melanoma cutaneo
metastatico com mutagdo em BRAF, o uso de ipilimumabe e nivolumabe, seguido de
nivolumabe em monoterapia ou pembrolizumabe (SETH et al., 2020).

Embora as terapias para melanoma, bem como imunoterapias, tenham progredido
notavelmente, a taxa de resposta ainda ¢ baixa e a maioria dos pacientes adquire resisténcia
apods o tratamento. Portanto, as futuras terapias dependerao de outros fatores, como a capacidade
de modular eventos de reprogramacao nao genéticos, como a desdiferenciacdo (FALLETTA et

al., 2017).

ESTADOS FENOTIPICOS DAS CELULAS DE MELANOMA

A alta plasticidade das células de melanoma ocorre pela alteragdo entre os estados
fenotipicos celulares em resposta ao microambiente para crescimento e sobrevivéncia do tumor.
A metéstase e heterogeneidade fenotipica do melanoma sdo coordenados pelo acimulo de
eventos genéticos irreversiveis (HUANG et al., 2021). A heterogeneidade influencia a

resisténcia a terapia e representa um grande desafio, pois cada paciente apresenta células
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tumorais com mutagdes, padrdes de transcricdo e fendtipos, que respondem diferentemente a
terapia (PATTON et al., 2021), havendo heterogeneidade das células de melanoma entre
pacientes, entre lesdes em um mesmo individuo e dentro de um mesmo tumor (ATKINS et al.,
2021).

As células podem permanecer quiescentes por muitos anos até iniciar um novo tumor
(metastase) ou ocorrer a recidiva do tumor apds uma terapia aparentemente bem-sucedida
(SOSA; BRAGADO; AGUIRRE-GHISO, 2014). Diferente das células com fisiologia normal,
onde as células-tronco tém uma via unidirecional de diferenciacdo, as células tumorais
transitam em diferentes estados fenotipicos de forma dindmica. Apesar da possibilidade da troca
fenotipica ocorrer em resposta a estimulos externos, foi proposto que as lesdes genéticas
associadas ao cancer aumentam as chances de troca fenotipica, conhecido como instabilidade
fenotipica (HOEK; GODING, 2010). Ou seja, as mutagdes podem promover a progressao do
cancer, aumentando as chances da transi¢ao ocorrer (RAMBOW; MARINE; GODING, 2019a).

O melanoma possui plasticidade fenotipica (phenotype switching) em resposta as condigdes
de estresse e ligadas a resisténcia a terapia. O sistema classico classifica dois estados: 1. células
de melanoma proliferativas em condi¢des de baixo estresse € que exibem uma diferenciacao
fenotipica, com alta expressdao de MITF (hallmark de fenotipo proliferativo das células de
melanoma), e 2. O estado invasivo, que estd associado com as vias de sinalizagao adaptadas as
altas condigdes de estresse (HUANG et al., 2021). A inducdo de uma mudanga fenotipica
exigiria um sinal que alterasse a atividade dos componentes de “feedback” positivo, como
converter um repressor transcricional em ativador ou reverter modificagdes epigenéticas
responsaveis por estabilizar um fenotipo especifico (RAMBOW; MARINE; GODING, 2019a;
WOUTERS et al., 2019).

O termo EMT (transi¢do epitélio-mesénquima) ¢ inapropriado para o melanoma, pois 0s
melandcitos ndo sdo epiteliais e seu fenotipo invasivo desdiferenciado ndo ¢ mesenquimal. O
termo “switching” fenotipico tem sido introduzido para descrever as transi¢des entre estados
fenotipicos (RAMBOW; MARINE; GODING, 2019a). Os biomarcadores tém sido utilizados
para definir o estado fenotipico celular do melanoma e mecanismos moleculares relacionado
com a mudanga fenotipica (switching) do microambiente, e sua relagdo com disseminagdo
metastatica e resisténcia a terapia (ATKINS et al., 2021; HUANG et al., 2021).

Alguns marcadores alterados de fenotipo celular incluem: fatores de transcrigdo SOX10,
que regula proliferagdo celular, crescimento tumoral e invasdo e também esté relacionado com
resposta a terapia alvo dirigida. O gene MITF tem um papel na defini¢do dos estados

fenotipicos, pois sua desregulacdo por oncogenes poderia levar a desdiferenciacio (RAMBOW;
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MARINE; GODING, 2019a) e estd associada a maior proliferacdo, mas baixo potencial
invasivo (BITTNER et al., 2000; SENSI et al., 2011). AXL (AXL Receptor de tirosina-quinase)
identificado em linhagens celulares com um dominio catalitico de proteina quinase (QUONG
et al., 1994), posteriormente relacionado com um papel na invasdo e metastases de células
tumorais. Ao longo dos anos, os estados fenotipicos foram definidos de acordo com a expressao
de assinaturas genéticas, diferente sensibilidade terapéutica, e potencial metastatico associado
com esses marcadores. Os estados transcricionais podem ser caracterizados pela expressao de
AXL ou MITF, ja descritos como classes ‘invasivas’e ‘proliferativas’, respectivamente, embora
esses estados possam coexistir no ambiente intratumoral (ATKINS et al., 2021; HUANG et al.,
2021) (Figura 5).

Figura 5. Estados fenotipicos das células de melanoma
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Fonte: HUANG et al., 2021.

O modelo do reostato explica que baixos niveis de MITF estdo associados com parada de
ciclo em G1 ou um ciclo mais lento, caracterizado por altos niveis de p27 e capacidade invasiva.
Enquanto a expressdo de MITF promove a proliferacdo e suprime a invasdo, indica que G1
estaria associada a diferencia¢do. Para a formacdo de metdstases, as células precisariam a fazer
a transi¢do de um estado proliferativo do tumor primario para um estado invasivo com parada
em GI1 e reentrar no ciclo celular para o crescimento das metastases em sitios secundarios
(CARREIRA et al., 2006a).

O modelo reostato apresenta seis diferentes estados fenotipicos encontrados no melanoma,

classificados de acordo com a atividade de MITF: 1- estado diferenciado com alta atividade de
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MITF em células diferenciadas; 2- estado melanocitico com atividade de MITF em células
proliferativas; 3- estado intermedidrio exibindo um perfil de expressdo génica mista com
caracteristicas de invasdo e proliferacdo; 4- estado faminto (starved) e/ou estado induzido por
terapia (ainda ndo est4 claro se esse e o estado intermediario sdo realmente distintos); 5- estado
de células-tronco da crista neural (NCSC) com baixa atividade de MITF, mais invasivas; 6-
estado indiferenciado. Os estados diferenciados, “starved”, NCSC e indiferenciados sdo
tolerantes a terapia, pois fazem troca fenotipica para promover sobrevivéncia e resisténcia a
terapia. Os estados desdiferenciados podem surgir se as respostas adaptativas falharem em
aliviar o estresse (Figura 6) (RAMBOW et al., 2018). Uma situacao de estresse pode levar a
uma reprogramacao fenotipica, as células adquirem um comportamento invasivo em busca de
um microambiente favoravel, e caso o estresse ndo seja resolvido, as células adotam um estado

dormente ou indiferenciado para sua sobrevivéncia (RAMBOW et al., 2018).

Figura 6. Modelo de reostato revisado incorporando os seis diferentes estados fenotipicos
encontrados no melanoma
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Os marcadores de fenotipos proliferativos e invasivos apds o switched fenotipico sdo
semelhantes aos marcadores da EMT, como a sinalizacdo WNT do tipo candnico ou nao-
candnico. A via ndo-canonica de WNT (5A) sinaliza negativamente regulando MART-1, e ¢
mediador do switched do estado proliferativo para o estado invasivo. Assim como a via
candnica de WNT (1/3A) mediada pela B-catenina, um coativador transcricional como
componente central. As proteinas WNT1/WNT3A liga-se com receptores Frizzled (FRZD1-7),

receptores de lipoprteinas (LRP5 e 6) que estimulam a sinalizag@o intracelular para regular a
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estabilidade e transcri¢do da f-catenina, dessa forma, a atividade de -catenina contribui para
diminuigdo de metastases no melanoma. A estimulagdo da sinalizagdo WNT canonica ativa ¢
previne a degradagdo da B-catenina pela inibi¢do do glicogénio sintase quinase 33 (GSK3p). O
bloqueio da degradacdo da B-catenina leva a sua estabilizagdo no citosol, permitindo sua
translocagdo no nucleo e associagdo com fatores de transcricdo (TEIXIDO et al., 2021). A via
candnica coopera com a sinalizacdo de MAPK para regular a atividade de MITF, em células de
melanoma proliferativas. A sinalizacdo de LEF1/ B-catenina ativa MITF que por sua vez ativa
genes-alvo especificos melanociticos como melan-A (MART-1), DCT e TYR (WEBSTER;
KUGEL; WEERARATNA, 2015).

A via ndo candnica de WNT (5A) ¢ associada com o maior potencial metastatico das
células de melanoma. WNTS5A promove a invasao pela via PKC/Ca+2 remodelando o
citoesqueleto celular e promove motilidade. WNTS5A via PKC medeia motilidade das células
de melanoma por inibigdo de repressores metastaticos (KISS-1 e ECAD) e regulacdo de
moléculas associadas a metastase (CD44 e SNAIL). A regulagdo negativa da via canOnica e
regulagdo positiva da via ndo-canOnica sao promotores do switched fenotipico do estado
proliferativo para o estado invasivo. Tumores com altos niveis de WNTS5A sdo intrinsicamente
resistentes as terapias alvo dirigidas. Sendo assim, a via WNT nao-candnica sugere um tumor
mais agressivo com maior potencial de resisténcia a terapia e metastase (WEBSTER; KUGEL;

WEERARATNA, 2015) (Figura 7).

Figura 7. Sinalizagdo de WNT no melanoma
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ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)

Os radicais livres sdo espécies moleculares com elétron(s) desemparelhado(s) que
confere uma instabilidade quimica, sendo altamente reativos e podem gerar toxicidade se reagir
com DNA, RNA, proteinas ¢ lipideos. Os radicais livres incluem espécies reativas de oxigénio
(ROS) como radicais de superdxido (O2°), hidroxila (OH), hidroperoxila (HO.), peréxido de
hidrogénio (H20:) e oxigénio singlete (O2); e espécies reativas de nitrogénio (RNS). Quando a
geragdo de ROS excede a capacidade da célula de metabolizé-los e desintoxicéa-los, surge um
estado de estresse oxidativo (ZIECH et al., 2011).

H>0O; tem um papel fundamental na fisiologia pela sinalizacdo funcional. A geracao de
H>0; ¢ estimulada por sinais metabdlicos ou estresse intracelular, com concentracdo na faixa
de nanomolar sendo importante para sinalizagdo redox via oxidagdo. Além de contribuir para
varios processos como proliferacdo celular, diferenciagdo e angiogénese pela oxidacao de
enxofre em proteinas-alvo e ativacdo das vias de sobrevivéncia responsivas ao estresse. As ROS
em excesso sa0 nocivas e por isso € necessario manter a homeostase redox, que ocorre por um
sistema de defesa antioxidante que atuam neutralizando as ROS (WANG et al., 2021).

Os antioxidantes sdo divididos em moléculas ndo cataliticas e antioxidantes cataliticos,
em que hd um equilibrio no sistema redox em uma situagao fisiologica normal. Entretanto, o
equilibrio pode ser interrompido desencadeando o estresse oxidativo e aumentando os niveis de
ROS, implicando em doengas como cancer (WANG et al., 2021).

Hé décadas as ROS se destacam por ser um componente chave no cancer, H.O> ¢ a
principal ROS que participa da sinalizacao celular e esta envolvida com diversos hallmarks do
cancer descrito por Hanahan e Weinberg (HANAHAN; WEINBERG, 2011), pois atua como
segundo mensageiro no crescimento celular, no metabolismo do cancer, na apoptose, na
instabilidade génomica, e pode interferir na angiogénese pela inativagao oxidativa de VEGFR2,
também promove motilidade celular, atua em células imunes envolvidas na inflamacao, ativa

de células imunes no céncer, e entre outras func¢des (Figura 8) (KANG; LEE; LEE, 2018).
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Curiosamente, o estresse oxidativo pode ativar mecanismos de morte ou sobrevivéncia

celular dependendo da severidade e exposicao do excesso de ROS. Hé a indugao de proliferagao

e diferenciacdo em células normais e de cancer em baixas concentragcdes de ROS. Em

concentragdes moderadas tem uma relacdo com a iniciagcdo do tumor, progressdo, invasao,

metastase e resisténcia quimioterapica. J4 em altas concentragdes de ROS resulta em dano

celular, mutacdes genéticas, promove transformagdo de células normais no cancer ou indugdo

de apoptose, necrose, autofagia, ferroptose e piroptose (WANG et al., 2021) (Figura 9).



35

Figura 9. Fungdes promotoras e supressoras do cancer relacionadas com os niveis de ROS
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O papel das ROS ¢ complexo por operar em diversas vias bioquimicas na progressao do
cancer ¢ em condi¢cdes normais. A influéncia das ROS no desenvolvimento do cancer ¢
contraditoria, pois a reducao ou aumento dos niveis intracelulares de ROS podem ser uma
potencial estratégia de prevencao do cancer. Portanto, terapias moduladoras de ROS podem ter
um efeito terapéutico importante para células tumorais. Apesar da maioria das moléculas em
estagios de desenvolvimentos clinicos ndo entrarem para o tratamento clinico do cancer,
existem varios medicamentos aprovados pela FDA com base na regulacdo de ROS como uma

terapéutica valida e nova contra o cancer (TRACHOOTHAM; ALEXANDRE; HUANG, 2009;
WANG et al., 2021).

PEROXIRREDOXINAS

Em 1988, foi descoberto uma proteina contendo radical de enxofre capaz de atuar como
scavenger (sequestrador) de ROS, que ndo possuia nenhuma atividade antioxidante conhecida
como era encontrado na catalase, glutationa peroxidase ou superoxido dismutase. Apds anos,

foi intitulado como familia de proteinas peroxirredoxina (PRDX), que ainda ndo ¢ totalmente
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compreendida, tendo seu papel relevante na tumorigénese no contexto de ROS (CHAE;
CHUNG; RHEE, 1994; KIM et al., 1988; NEUMANN; FANG, 2007). Ja foi visto o papel de
enzimas antioxidantes na supressdo tumoral pela prote¢do na integridade gendmica celular
contra as ROS (NEUMANN; FANG, 2007).

A sinalizacdo da PRDX ¢ mediada por peréxidos, sendo assim, sdo peroxidases baseadas
em cisteina que ndo requer cofatores para sua ativacdo, com capacidade de regular fungdes
celulares em eucariotos. As PRDXs sdo enzimas responsaveis pela defesa antioxidante,
implicando em mais de 90% das redugdes de peroxidos celulares (VEAL et al., 2018).

As PRDXs estdo distribuidas em diversas organelas e protegem as células contra o estresse
oxidativo pela redu¢dao do acimulo de ROS e RNS intracelular. Desse modo, a PRDX pode
modular a fungdo supressora ou promotora de tumores (NICOLUSSI et al., 2017), além de estar
associada com resisténcia a quimioterapia (PERKINS et al.,, 2015), regulando vias de
sinalizagdo de forma redox-dependente ou independente através da interagdo com outras
proteinas de sinaliza¢dao (KIM; JANG, 2019).

Os papéis fisiologicos dos PRDXs sdao separados conforme suas caracteristicas estruturais
e funcionais. Dessa forma, sdo classificadas em subfamilias que variam em distribuicao
filogenética, localizacdo celular, oligomerizacdo, mudanga de conformagao e suscetibilidade a
inativagao hiperoxidativa. Todas as PRDXs possuem a cisteina altamente reativa (peroxidasica,
CPSH), que forma um &cido sulfénico (CPSOH) na reagao com o peréxido. As subfamilias sao
divididas de acordo com o mecanismo catalitico de redu¢ao de CPSOH:

A. PRDX 2-Cys tipico: faz a oxidacéo de residuos de CPSH em &cido sulfénico por H203,
seguido pela formacdo de uma ligacdo dissulfeto intermolecular com a cisteina de
“resolu¢do” (CRSH) de outra subunidade de PRDX. Por fim, a PRDX oxidada sofre
reducdo pela tiorredoxina / tiorredoxina redutase / NADPH. Sao quatro isoformas: a
PRDX1 e PRDX2 citosolicas e nucleares, PRDX3 mitocondrial e PRDX4 no reticulo
endoplasmatico.

B. PRDX 2-Cys atipico: é semelhante a PRDX 2-Cys tipica, exceto que medeiam a
formacdo de uma ligacdo dissulfeto intramolecular com 0 CRSH da mesma subunidade
PRDX. A isoforma PRDX5 nos peroxissomos, mitocéndria e citosol.

C. 1-Cys PRDX: possui apenas um residuo Cys conservado, de modo que sdo reciclados
em &cido sulfénico sem formar uma ligacao dissulfeto, que é reduzida por glutationa em
vez de tiorredoxina. CRSH est4 ausente, outros tiois estdo envolvidos na reacdo com
CPSOH. A isoforma PRDX6 no citosol (KIM; JANG, 2019; PESKIN;
WINTERBOURN, 2021) (Figura 10).
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Figura 10.Ciclo catalitico das isoformas de peroxirredoxina (PRDX)
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Fonte: KIM; JANG, 2019.

As PRDXs do grupo 2-Cys possuem os ciclos cataliticos e regulatorios. O ciclo
catalitico segue o ciclo normal da oxidagao mediada pelo perdxido até a ligacao dissulfeto e
reciclagem redutiva pela tiorredoxina. Enquanto o ciclo de regulacdo redox aparece
predominantemente em eucariotos, em que o sulfenato de cisteina peroxidasica se torna ainda
mais oxidado na presenga de altos niveis de perdxido, ao sulfinato inativo (Cp-SO2) que pode

ser restaurada pela atividade de ATP e sulfiredoxina (Srx) (PERKINS et al., 2015) (Figura 11).

Figura 11. Atividade das peroxiredoxinas
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PRDX1 e PRDX2 s3o abundantes em citosol, mas também podem ser encontrados no
nucleo (PARK et al., 2014), o que as levou a serem mais estudas, focando em sua expressao e
interagcdo com proteinas sinalizadoras no cancer. Uma revisao mostra a alteragdo na expressao
de 2-Cys PRDX em varios tipos de canceres (como cancer de mama, de tireoide, de bexiga, es
estomago), assim como, o silenciamento especifico de PRDX mostra que os subtipos de 2-Cys
PRDX tém papéis distintos na tumorigénese e no desenvolvimento do cancer (KANG et al.,
2005; KANG; LEE; LEE, 2018).

A produgdo de ROS pode ocorrer durante a fosforilagdo oxidativa e por outras fontes
intracelulares, ou pode ocorrer de maneira exdgena, pelo tabaco ou radiacao ultravioleta (UV),
capazes de diminuir os niveis de antioxidantes levando ao desbalanco redox. Hintsala e
colaboradores (2015) demonstraram que a expressio de PRDXI e PRDX2 foram
significantemente reduzidas em melanomas malignos quando comparado a tumores benignos,
confirmando o papel das PRDX contra danos celulares induzido por UV (HINTSALA et al.,
2015). Esses dados despertam o maior interesse em explorar a regulagdo redox no
microambiente do melanoma.

Um estudo mostrou que PRDX1 e PRDX2 estdao diminuidas no melanoma metastatico em
comparacao com o nevo, € podem ser usados como biomarcadores da progressdao da doenga. A
figura abaixo da expressao génica de PRDX2, mostra uma diminui¢do significante no

melanoma e melanoma metastatico em relacao ao nevo displasico (Figura 12) (CARVALHO et

al., 2022).
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Figura 12. Expressdo génica de PRDX2 no nevo a melanoma metastético
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Estudo de Hintsala e colaboradores, demonstrou que a expressio de PRDX1 e PRDX2
foram significantemente menores em melanomas malignos comparado a tumores benignos.
Altos niveis de antioxidante podem ser relacionados com o baixo estresse oxidativo e redugao
de danos no DNA e danos intracelulares em tumores, portanto uma melhor sobrevida do
paciente (HINTSALA et al., 2015). PRDX2 tem diferentes expressdes dependendo do tipo
cancer, uma maior expressao nos canceres de cabega e pescogo, mama, figado, pancreatico,
colorretal, ovariano, cervical, cérebro (glioma), pulmao, e cancer de prostata e expressao
epigeneticamente silenciada de PRDX2 em cancer gastrico, melanoma e leucemia (Figura 13)

(CHANDIMALLI; JEONG; KWON, 2018).



Figura 13. Expressdao de PRDX2 nos diferentes tipos de tumores
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Fonte: CHANDIMALI; JEONG; KWON, 2018.

A PRDX2 reduz peroxidos na presenca de NADPH pelo acoplamento

40

ao sistema

tiorredoxina/tiorredoxina redutase, como ja visto, e esta regulada negativamente em melanoma

metastatico (DE SOUZA et al., 2006). Foi demonstrado em melanoma com ou sem mutagao

em BRAF que o silenciamento de PRDX?2 levou ao acimulo de H,O; intracelular, resultando

na quebra de complexos E-caderina/B-catenina em jungdes aderentes por meio das vias

Src/ERK, culminando na transicdo fenotipica e consequente aumento de migracao celular e

metastase. PRDX2, portanto, ¢ um candidato a supressor de metastase ao induzir a estabilidade

de jun¢des aderentes (Figura 14) (LEE et al., 2013).

Figura 14. Mecanismo envolvido na expressdo de PRDX2 em jung¢des aderentes pelo
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complexo E-caderina/ B-catenina
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Fonte: LEE et al., 2013.

O tratamento com o composto natural gliotoxina, que mimetiza a atividade de PRDX2, foi
capaz de inibir a proliferacdo e migracao de células de melanoma com baixa expressao de
PRDX2, e também inibir sua metastase para o pulmao (LEE et al., 2013). Por isso o interesse

em aprofundar os estudos com este composto, cujos resultados apresentaremos adiante.

MODULADORES DA ATIVIDADE DE PRDX

O actimulo de ROS ¢ um dos fatores iniciais no processo neoplasico, que leva a adaptacdes
metabolicas e maiores danos a0 DNA em células normais, acarretando crescimento e
proliferagdo celular. Diversos estudos tém sugerido moléculas inibidoras de ROS na prevengao
da tumorigénese, agindo como scavenger na modulacao dos niveis de ROS (WANG et al.,
2021). Alguns compostos foram identificados como inibidores de 2-Cys PRDX, o primeiro
inibidor descoberto foi a “Conoidina A” pela inibicdo da atividade da peroxidase em parasita,
que atualmente ja foi observado sua acdo inibitdria em PRDX1 e PRDX2 humana (LEE et al.,
2019). Outro composto com potencial inibitéorio de PRDX1 e 2 foi a adenantina, que foi
posteriormente indicado como inibidor seletivo de tiorredoxina redutase. Por outro lado, ha
compostos que mimetizam a atividade de 2-Cys PRDX que se demonstraram eficazes na
inibicdo das metastases em melanoma, como a gliotoxina (KANG; LEE; LEE, 2018).

A gliotoxina ¢ um metabolito secundario identificado como principal fator de viruléncia em
pacientes com aspergilose com fungdes imunossupressoras, € desde a descoberta de sua
estrutura em 1958 (BELL et al., 1958), tornou-se alvo de extensas investigagdes para explorar
seu complexo mecanismo de a¢do para o desenvolvimento potencial de uma terapia anti-cancer
(GARDINER; WARING; HOWLETT, 2005; HUBMANN et al., 2017).

A gliotoxina (GT) exerce uma atividade semelhante a PRDX, pois € um eficiente catalisador
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da reducdo de H>O» na presenga do sistema tiorredoxina/ tiorredoxina redutase. A atividade de
GT também depende da sua concentragdo e de H>O. Sendo assim, a GT poderia participar do

sistema redox da tiorredoxina na substituicdo da PRDX (Figura 15) (Choi et al., 2007).

Figura 15. Modelo esquematico da atividade da gliotoxina em reduzir H,O> dependente de
tiorredoxina
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Os niveis nanomolares de gliotoxina podem proteger contra o dano oxidativo ao
converter H,O> em &gua nas células HelLa, onde funciona como receptor de elétrons do
NADPH no sistema redox da tiorredoxina (CHOI et al., 2007). A GT inibiu a proliferagédo
e migracdo, bem como a metastase pulmonar de células de melanoma deficientes em
PRDX2. Este estudo in vivo implicou na capacidade da gliotoxina como mimético de
PRDX2, sendo um composto terapéutico promissor para prevenir a metastase do melanoma
(DOLAN et al., 2015; LEE et al., 2013). Por outro lado, altas concentracdes de GT podem
elevar os niveis de ROS promovendo um efeito citotoxico e oxidativo com morte celular
pela via apoptdtica, ja visto em linhagens de células hepéticas (CHOI et al., 2007).

A gliotoxina é absorvida pelas células eucariontes dependentes de glutationa, apds a
absorcdo intracelular a GT € reduzida a forma de ditiol e resulta na deplecédo de glutationa
e formacdo de glutationa dissulfeto. Em seguida, ocorre a oxidagdo de ditiol gliotoxina para
gliotoxina levando a apoptose. A morte celular por apoptose ocorre pela ativacdo do
membro da familia pro-apoptética Bcl-2 formadora de poros Bak para induzir a geracdo de
ROS, a liberacdo mitocondrial de fatores apoptogénicos e a ativacdo da caspase-3. A GT
sai da célula de maneira pseudocatalitica e pode ser absorvida por células adjacentes para
continuar os efeitos citotoxicos (DOLAN et al., 2015).

O uso de pequenas moléculas que modificam covalentemente suas proteinas-alvo,
promovendo assim a modulacdo de sua atividade, se constitui em uma importante

ferramenta para os estudos de vias moleculares especificas (KANG; LEE; LEE, 2018).
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BIOMARCADORES PARA PROGNOSTICO DO MELANOMA

Melhores ferramentas de prognostico sdo necessarias para identificar os riscos de
progressdo tumoral e metastases nos individuos com objetivo de fornecer tratamento
precoce, combinado com as caracteristicas clinicas e patologicas do paciente. Existem
varios biomarcadores emergentes para o diagndstico, progndstico e previsao do resultado
terapéutico em varios tipos de tumor, e estes sao cada vez mais vidveis de avaliar com novas
tecnologias laboratoriais (DING et al., 2022). Biomarcadores séricos de moléculas
(enzimas, acidos nucleicos livres, antigenos), proteinas soluveis e metabdlitos que sao
liberadas das células de melanoma para o liquido extracelular e podem alcangar a corrente
sanguinea, importante para o monitoramento do tratamento e diagnodstico de melanoma.
Porém, biomarcadores aplicados em ensaios imuno-histoquimicos e histologicos sao
indispensaveis na terapia do melanoma (NAIK, 2021).

Os biomarcadores de prognostico vao desde expectativa de sobrevida até possivel
recidiva do tumor, e sdo exigidos a adocao pelo Comité Conjunto Americano de Cancer
(AJCC) ou outros protocolos de estadiamento semelhantes antes de serem amplamente
utilizados. Um biomarcador com boas caracteristicas de teste deve ser integrado em uma
base de preparagdo para a tomada de decisdo clinica para permitir sua utilidade (NAIK,
2021).

Por exemplo, a proteina de ligacao Y-box 1 (YB-1) ¢ um fator de transcri¢gao oncogénico
e regulador translacional que participa da transi¢ao epitelial-mesenquimal (EMT) de células
tumorais, proliferagao celular e metastase. Ja observaram o aumento da expressao de YB-
1 correlacionado com a diminuigao da sobrevida global (OS). Pois a sua superexpressao
promove a tradugdo de proteinas envolvidas na tumorigénese no melanoma, principalmente
na EMT que aumenta e migracdo e invasdo das células de melanoma. Verificaram que os
niveis de YB-1 estavam correlacionados com o OS, o que sugere um papel progndstico

adverso de YB-1 no melanoma primdrio (DING et al., 2022).

OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigaro papel da peroxirredoxina 2 em melanoma com mutagdo em NRAS e como

sua presenga ou auséncia afeta o fendtipo celular. Além disso, avaliar as possiveis vias e
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mecanismos de a¢ao envolvidos.

Objetivos especificos

e Caracterizar as linhagens de melanoma com mutacdo em NRAS em niveis basais de PRDX2;

e Auvaliar o potencial da terapia com gliotoxina, na possibilidade de mimetizar a atividade
de PRDX2 nas linhagens NRAS-mutadas e consequente redugdo na capacidade de
invaséo e/ou proliferacéo.

e Utilizar silenciamento de expressdo génica para 0 gene de PRDX2 por shRNA, na linhagem com
expressao de PRDX2 (SKMEL-173), verificando se a auséncia ou diminui¢do desse gene
altera a sua capacidade invasiva e/ou proliferativa.

e Analisar o papel da PRDX2 em pele humana reconstruida contendo melanoma com
mutacdo em NRAS e as linhagens silenciadas para PRDX2.

e Avaliar a expressao de PRDX2 e genes associados com a alteracdo do perfil fenotipico
e invasdo do melanoma (como MITF, AXL, SOX10, SNAIL, SMAD).

e Avaliar a correlacdo de PRDX2 com a sobrevida e estadiamento dos pacientes com

melanoma e identificar os genes correlacionados por analises de bioinformatica.

MATERIAL E METODOS

Cultura celular e manutencao

Para os ensaios em monocamada foram utilizadas as linhagens de melanoma humano com
mutagdo em NRAS: SK-Mel-147 e SK-Mel-173 (Tabela 1) e como controle utilizou-se células
primarias de melanocitos e fibroblastos. As células foram cultivadas a 37° C em placas de
cultura contendo meio de crescimento DMEM (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), juntamente com antibidticos (100 pg/mL
de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina) (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA),
em estufa de cultura celular com 5% de CO., para manutengdo de pH proximo ao fisiologico.
Ao atingirem 70-80% de confluéncia, as células foram lavadas com solugdo de PBS A 1X (pH:
7,2) (tampao fosfato salino livre de Ca*" e Mg?") e entdo subcultivadas com auxilio de tripsina
0,1%.

As linhagens de melanoma foram gentilmente doadas pela Profa. Dra. Maria Soengas do Centro
Nacional de Investigaciones Oncologicas de Madrid, Espanha. As células primarias de pele humana

foram isoladas a partir de amostras de pele obtida de cirurgias plasticas mamarias e/ou postectomia
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realizadas no Hospital Universitario da USP (CEP/HU-USP 943/09, SISNEP CAAE
0062.0.198.000-9) conforme aprovagao pelo comité de ética (CEP/FCF-USP 534) ¢ FCF/USP no
CAAE: 76737917.5.1001.0067. Apds a extracdo, as células foram armazenadas no banco de
células sob criopreservacao. Todas as células extraidas, e antes de serem utilizadas, foram
avaliadas para a preseng¢a de microrganismos (HPV (Papilomavirus Humano), HSV-1 e 2
(Herpes Simplex Virus), Citomegalovirus, Hepatite B, Hepatite C, HIV-1, Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, Treponema pallidum e

Trichomonas vaginalis) por técnica de PCR.

Tabela 1. Regido da mutacdo em melanoma NRAS mutante

Linhagem Mutacao
NRAS p.GIn61Arg (c.182A>G) Q61R
SK-MEL-147
(PubMed=21725359; PubMed=24576830; PubMed=25728708).
NRAS p.GIn61Lys (c.181C>A) Q61K
SK-MEL-173

(PubMed=21725359; PubMed=24576830).

Fonte: https://web.expasy.org/cellosaurus

Boas praticas de cultura de células: PCR para a detec¢ao de Mycoplasma sp.

Foi monitorado a contaminagao por Mycoplasma sp. nas culturas celulares para o controle
de qualidade de pesquisa no laboratério. Coletamos 1,0mL do sobrenadante da cultura celular,
apds ser metabolizado por 48h, e entdo centrifugado. Por meio de PCR convencional foi
detectada a presenca de Mycoplasma sp. utilizando 10uL de amostra e 20pL de mix (9,7uL de
agua deionizada autoclavada, 4,5 pL de MgCl> 50 nM, 3 puL PCR buffer 10X, 1 uL de primer
oligo sense (5° GGC GAATGG GTG AGT AAC ACG 3’), 1 pL de primer oligo anti-sense (5’
CGG ATAACG GTT GCGACCTAT 3°), 0,6 uL de dNTP e 0,2 pL de Taq polimerase 5 U/uL).
O ciclo utilizado foi de 7 min a 94°C, 1 min a 94°C + 1 min a 60°C + 1,5 min a 72°C por 30
vezes, € 10 min a 72°C. As amostras amplificadas foram submetidas a corrida de eletroforese
(100V, 300mA, 35min) em gel de agarose 2% com solu¢do de 0,01% de GelRed® (Biotiium,
EUA). As bandas foram detectadas com transluminador, as bandas fluorescentes na margem de
400 a 500 pares de bases foram consideradas positivas para contaminagdo por Mycoplasma sp.

Caso o resultado seja positivo, as respectivas linhagens contaminadas foram descartadas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21725359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24576830
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25728708
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21725359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24576830
https://web.expasy.org/cellosaurus
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Certificacdo das linhagens celulares de melanoma

A extra¢do do DNA gendémico das linhagens celulares foi realizada com o kit comercial da
QIAamp DNA Mini Kit. As células que estavam mantidas em cultura foram centrifugadas e
ressuspendidas em PBS estéril, seguindo as etapas da extracdo de acordo com o protocolo do
fabricante. Obtendo assim, o filtrado de DNA puro e conservados em isopor com gelo. A
quantificagdo da concentragdo de DNA genomico extraido das linhagens celulares foi realizada
para garantia a qualidade e pureza a amostra. Utilizando o espectrofotometro da Thermo
Scientific NanoDrop. O aparelho de espectrofotometro mede a concentragdo de acidos
nucléicos com 1-2 pL da amostra identifica por fibras oticas contidas no pedestal, calcula A260
e A280 pela absorbancia em 365nm e a razdo de A260/A280 informa a pureza da amostra. Apos
a quantificacdo de DNA e verificagdo da pureza da amostra, esse material ¢ enviado para as
analises de autenticacdo das linhagens celulares pelo método de STR (short tandem repeats
markers) para atestar a genuinidade das linhagens por sua genotipagem. Os loci génicos
avaliados foram THO1, TPOX, Vwa, CSFI1PO, D16S539, D7S820, D13S317, D5S818 e

Amelogenina. Correspondendo a 100% da linhagem identificada (Figura 16).

Figura 16. Resultado das certificagdes por STR das linhagens de melanoma com mutagdo em
NRAS, utilizadas neste trabalho
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Fonte: Elaboracao Propria.

Ensaio de viabilidade celular — Curva de morte

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de curva de morte apds exposicdo ao

tratamento com Gliotoxina (Sigma-Aldrich /G9893-5MG) solubilizada em DMSO (10uM). Em
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placa de 24 pogos foram semeadas 2x10* células e, apés aderéncia, foram tratadas com
diferentes concentracdes de gliotoxina (0, 50, 100, 200 e 400 nM). Nos tempos 24h as células
foram tripsinizadas, centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos, ¢ o pellet foi ressuspenso em Azul
de Tripan 0,4% em PBS. O controle utilizado foi meio puro de DMEM, pois os tratamentos
utilizados em doses nM representa uma quantidade <0,01% de DMSO, nio apresentando
toxicidade pelo veiculo. Para a contagem do niimero total de células utilizou-se a camara de
Neubauer e foi realizado o calculo da curva de dose-resposta que representa a concentracao do
composto para qual 50% do efeito € observado (IC50%) através da regressao ndo-linear pelo

software GraphPad Prism 7.0.

Curva de crescimento — Ensaio de Exclusdo do Azul de Tripan

A curva de crescimento foi avaliada através da contagem de células em camara de Neubauer,
utilizando o método de exclusdao do corante Azul de Tripan (T6146, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA). As linhagens celulares foram plaqueadas em concentracdo de 1x10* células/pogo —
24 pocos) em triplicata, e apds o periodo de 24, 72, 120, e 168 horas foram contadas. Para isso,
as células foram coletadas com o auxilio de tripsina 0,1%, foram descartados os sobrenadantes
e ressuspensas em meio D-10. Em seguida, foram incubadas com solu¢do Azul de Tripan (0,4%
em PBS-A) por aproximadamente 5 minutos. Neste ensaio, as células ndo vidveis podem ser
identificadas pela coloragdao azul e contadas sob microscopio Otico, enquanto que células

viaveis nao sao permeaveis ao corante (LIU, FU, MEYSKENS, 2009).

Avaliagdo da expressdo proteica por Western Blotting

Os lisados celulares para Western Blotting (WB) foram preparados em tampao RIPA com
coquetel de inibidores de protease (Roche, Penzberg, Upper Bavaria, Alemanha) e com coquetel
de inibidores de fosfatases I e II (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA). A proteina
total (40 pg) foi submetida a eletroforese em gel SDS com gradiente de 4-20% em condi¢des
redutoras e subsequente transferéncia para membrana PVDF (Hybond-P, Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ, EUA). A membrana ¢ bloqueada com BSA 5% diluido em TBS-Tween
20 (50 mM de Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM de NaCl, 0,1% Tween-20) por 1 hora e testados os
seguintes anticorpos: PRDX1, PRDX2, PRDX3, PRDX4, ERK, ERK-fosforilado, MITF, AXL,
SOX10, SNAIL, p-catenina, E-caderina, N-caderina e [-actina nas concentragdes
recomendadas pelo fabricante (Tabela 2). As bandas de proteinas foram detectadas por

quimioluminescéncia aumentada (ECL; Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA)
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e semiquantificadas no software Image J.

Tabela 2. Lista de anticorpos utilizados, utilizados no ensaio de Western Blotting

Anticorpos Secundéarios Diluicoes Referéncias Fornecedores
Anti-Peroxiredoxin Rabbit 1:1000 ab41906 Abcam
1/PAG
Anti-Peroxiredoxin Rabbit 1:1000 ab133481 Abcam
2/PRP
Anti-Peroxiredoxin Rabbit 1:1000 ab128953 Abcam
3/PRDX3
Anti-Peroxiredoxin Rabbit 1:1000 ab59542 Abcam
4
ERK1/2 Rabbit 1:2000 #91015 Cell Signaling
Technology
p-ERK1/2 Rabbit 1:2000 #91025 Cell Signaling
Technology
Anti-MiTF Mouse 1:1000 ab12039 Abcam
Anti-AxI Rabbit 1:1000 ab240396 Abcam
Anti-SOX10 Rabbit 1:1000 ab155279 Abcam
Snail (C15D3) Rabbit 1:1000 #3879 Cell Signaling
Technology
Anti-beta Catenin Rabbit 1:1000 ab32572 Abcam
E-Cadherin Rabbit 1:1000 #3195 Cell Signaling
(24E10) Technology
Anti-N Cadherin Rabbit 1:1000 ab76011 Abcam
Anti-f3- Mouse 1:50000 A3854 Sigma-Aldrich

Actin—Peroxidase

Abreviatura: p — fosforilado.
Fonte: Elaboragdo Propria.

Avaliagdo da expressao génica por PCR em tempo real

O RNA total das linhagens celulares foi extraido utilizando o RNeasy Plus Mini Kit
(Qiagen), segundo as informagdes do fabricante. Este foi aquecido a 65°C por Smin, e
quantificado através do espectrofotometro de luz a 260nm e sua qualidade ¢ verificada pela
relacdo Azeo/A2s0. Para a reagdo de RT-PCR (reagdo em cadeia da polimerase em tempo real)
foi utilizado o método Tagman® (Life Technologies, EUA). Os cDNAs obtidos das amostras
foram diluidos para a concentragdo de 2 pg/uL. As reagdes sdo feitas para um volume final de
10 pL contendo 0,5uL da mistura de pares de primers (forward e reverse) de cada gene, 1 pL
de cDNA, 5 pL de 2x Tagman® Gene Expression Master Mix (Life Technologies, EUA), e 3,5
pL de agua livre de RNAse. Os primers especificos para os genes MITF, AXL, SOX10, TXN,
SMAD2, SMAD3, SNAII, SNAI2, FNI ¢ PRDX?2 (Tabela 3). Para a analise do mRNA, o nivel

relativo de expressdo génica ¢ calculado em relagdo a expressdo dos controles endogenos
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(GAPDH) utilizando o método Ct (cycle threshold method) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 3. Iniciadores (Primers) utilizados no ensaio de RT-PCR

Gene Cadigo do primer
MITF Hs01117294 ml
AXL Hs01064444 ml
SOX10 Hs00366918_m1
TXN Hs01555214 g1
SMAD2 Hs00183425 ml
SMAD3 Hs00969210_m1
SNAI1 Hs00195591 ml
SNAI2 Hs00950344 _ml
FN1 Hs01549976_ml
PRDX2 Hs00853603_s1
GAPDH Hs02786624 g1
SOD1 Hs00533490_m1
SOD2 Hs00167309_m1
GSTP1 Hs00943350_m1

Fonte: Elaboragdo Propria.

Ensaio Clonogénico

Foram utilizadas 1000 células em placas de 6 pogos. Apds a adesdo das células (24h), estas
foram tratadas em diferentes concentragoes, de acordo com os resultados obtidos na curva de
morte. O meio de cultura foi trocado de 2 a 3 dias e a gliotoxina adicionada, por um periodo de
15 dias variando de acordo com a linhagem utilizada. Apds o periodo para a formacao das
coldnias, os pogos foram lavados com PBSA, e as colonias formadas foram fixadas e coradas
com solugdo de 49,75% metanol, 49,75% agua deionizada e 0,5% cristal violeta. As placas
foram fotografadas para comparar o efeito do tratamento e a andlise de nimero de colonias e a
area ocupada por estas sera realizada conforme Guzmén e colaboradores (GUZMAN et al.,

2014).

Ensaio para avaliagdo do potencial dos tratamentos na invasao celular

A capacidade de invasdo das células de melanoma foi avaliada apds o tratamento das
linhagens em membranas de Transwell (8mm pore size, Becton Dickinson). Essas foram
cobertas com 30 pL de Matrigel (BD Biosciences, San Jose, CA, diluido 1:6 em DMEM livre
de SFB). As células foram ressuspensas (5x10* células/pogo) em DMEM livre de SFB e
adicionadas no compartimento superior da camara. Entdo, 750 uL de DMEM suplementado
com 10% de SFB foram adicionados na camara inferior. Os tratamentos foram utilizados em

ambos os compartimentos, superior e inferior. Apds 24h, as células que migraram através do
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Matrigel foram fixadas em formaldeido 4% (PBS 1x), coradas com cristal violeta 1% (em
metanol) por 20 minutos antes da contagem em microscopio invertido (Axiovert S100, Zeiss,
Germany). Em cada pogo foram contados 5 campos aleatdrios representativos ¢ independentes

(objetiva de 20x).

Ensaio para avaliagdo do potencial dos tratamentos na migracao celular

Avaliagdo da capacidade de migragdo das cé¢lulas de melanoma apos o tratamento, foram
semeadas 5x10* células por pogo em placas de 24 pocos. Apds atingirem confluéncia de
aproximadamente 90% com o auxilio de uma ponteira de 200 pL foram feitas fendas (“feridas”™)
no centro de cada pogo. Entdo, as células foram lavadas com PBS 1x e adicionados os
tratamentos com meio de cultura DMEM + 1% de SFB. O experimento foi realizado até o
momento em que a fenda tenha se fechado nos controles, com fotos pelo microscopio. As

analises das areas livres de células serdo realizadas com o software Image J.

Ensaio de avaliagdo da produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) por diidrorodamina

123 (DHR)

As células foram semeadas em placas escuras de 96 pocos, na densidade de 5x10*células por
poco. A adérencia das células ocorreu em overnight, entdo esses pocos foram lavados com PBS e
tratados ou ndo com GT e H202 (200 uM) durante 10 minutos. Apods esse periodo, as células foram
novamente lavadas com PBS, incubadas com PBS + 1 g/L de glicose e diidrorodamina 123 (DHR
123, n° catdlogo D23806, ThermoFisher) a 10 uM por 3 horas (180 minutos). A leitura da
fluorescéncia foi feita a cada 10 minutos em equipamento espectrofotometro com excitagao de 485

nm e emissao em 528 nM.

Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Deteccao de fatores soltiveis em PHR e monoculturas utilizando o sobrenadante dessas culturas
e estocados a -80°C para ser realizado o ensaio de ELISA (R&D Systems) por kit comercial,
seguindo a instru¢do do fabricante: IL-8 (R&D Systems®, Catalog # AF-208-NA) e IL-6 (R&D
Systems®, Catalog # DY-206-NA).
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Silenciamento génico de PRDX2 através de vetores lentivirais

O silenciamento do gene PRDX2 em linhagens celulares foram realizados a partir de
sequéncias short-hairpin RNA (shRNA) para inibi¢do do RNA mensageiro (RNAm) desse gene.
Utilizando culturas bacterianas transfectadas com a sequéncia plasmidial do Mission shRNA
(Sigma, USA). Foram utilizadas trés sequéncias diferentes de shRNA para PRDX2 que inibem
regides distintas do RNAm (Tabela 4).

Tabela 4. Sequéncias de shRNA para inibigao de PRDX2

Caédigo do estoque Identificacio Sequéncias PRDX2- PRDX2-
bacteriano 201 202
TRCN0000064905 PRDX2-1 CAGACGCTTGTCTGAGGATTA Exon 4 Exon 4
TRCN0000064906 PRDX2-2  GTGAAGCTGTCGGACTACAAA  Exon2 Exon 2
TRCN0000064907 PRDX2-3 GCCTGGCAGTGACACGATTAA  Exon 6 Exon 5

Fonte: Elaboragdo Propria.

Os estoques bacterianos foram cultivados para posterior extracao e purificagdo do DNA
plasmidial, seguindo o protocolo de clonagem celular da Sigma Mission. Vetores lentivirais
com uma sequéncia aleatdria de nucleotideos (scramble) foram utilizados para a geracao de
controles, o qual sofreu as mesmas condigdes de manipulagdo das sequéncias de shRNA. Os
vetores de shRNA foram co-transfectados com plasmideos de empacotamento lentiviral em
cé¢lulas HEK293T, de acordo com as instrugdes do fabricante. Os vetores geram particulas virais
inativas secretadas nesse meio de cultura, apds isso foi realizado a transducao em linhagens
celulares de interesse pela infeccdo com titulo viral do vetor utilizado. Sendo essas células
selecionadas, utilizando antibidtico de puromicina (Sigma-Aldrich, USA). Apds isso,
validamos o gene PRDX2 manipulado, realizando o experimento de Western blotting e RT-PCR
com o lisado de proteinas/ ¢ RNA das células infectadas com sequéncias de ShRNA PRDX2.
Nesse trabalho identificamos a linhagem de origem SKMEL-173 ndo manipulada como naive,
as células knockdown (inibidas) foram identificadas como scramble para o controle (CN),
PRDX2-1 para a linhagem infectada com sequéncia 1 de shRNA PRDX2, PRDX2-2 para a
linhagem infectada com sequéncia 2 de shARNA PRDX2, e PRDX2-3 para a linhagem infectada
com sequéncia 3 de sSARNA PRDX2 (Tabela 4).

Reconstrugdo de pele humana contendo melanoma

O modelo de pele humana reconstruida (PHR) seguiu o protocolo descrito por Brohem e
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colaboradores ((BROHEM et al., 2011), com as seguintes alteracdes referentes ao numero de
células. O compartimento dérmico foi preparado utilizando matriz de colageno-tipo I (Corning,
Tewksbury, MA) com 15x10* células/pele de fibroblastos humanos normais. Apds a
polimerizacio dessa matriz dérmica, foram semeados queratindcitos humanos normais (25x10*
células/pele), melandcitos (0,83x10* células/pele) (na propor¢io de 1:30) e células de
melanoma (50x10* células/pele). A quantidade de todas as células de melanoma foi mais elevada
para mimetizaro processo tumoral.

As PHR foram cultivadas e incubadas submersas em meio RAFT:KGM-Gold Bullet Kit
(1:1) por 24h seguidas de 11 dias de exposi¢do a interface ar-liquido para promover a
diferenciacdo epitelial. Apds esse periodo, as peles foram retiradas e fixadas com
paraformaldeido 4%. Apds 1 hora o paraformaldeido foi retirado e adicionado em alcool 70%.

O molde foi colocado no cassete histologico para o processamento.

Ensaio da Avaliacao de histologia e imunohistoquimica em PHR

Histologia e Imuno-histoquimica: As amostras foram lavadas com PBS e fixadas por imersao
em formol neutro tamponado a 10% ( v/ v ) por 4h a 4°C. Posteriormente, foram desidratados (por
etanol e xileno) e incluidos em parafina. Os cortes histologicos com Sum de espessura foram obtidos
com um micrétomo rotativo semimotorizado Leica RM2245 (Leica Biosystems Inc., Buffalo
Grove, IL, EUA). As laminas foram desparafinizadas e hidratadas, mergulhadas em xilol, etanol
(concentragdo de 100%, 95%, 80%, 70% e 50%) e enxaguadas em agua. Em seguida, os cortes
estavam prontos para tratamento histoldégico ou imunohistoquimico. Para a analise histoldgica, os
cortes hidratados foram submetidos a coloracdo com hematoxilina-eosina (H&E). Para analise
imunohistoquimica, a recuperacao antigénica foi realizada duas vezes em tampao Tris/EDTA, pH 9
por 5 min a 95 °C. O ensaio de imunomarcacao foi realizado utilizando anticorpo anti-melanA
(ab51061) em diluicao 1:50 e Anti-E-caderina (ab1416) em dilui¢dao 1:50. Um kit comercial com
anticorpo secundario de cabra contra imunoglobulinas de coelho e camundongo (EnVision
Flex/HRP, Dako Omnis, Santa Clara, CA, EUA) foi usado em combinagdo com 3,3'-
diaminobenzidina (DAB; EnVision Flex DAB + Chromogen, Dako Omnis , Santa Clara, CA, EUA)
de acordo com as instrugdes do fabricante. Todas as imagens foram observadas e fotografadas com
uma camera Eclipse i80-Nikon usando o programa NIS-Elements Viewer (Nikon), para aquisi¢do

de imagens (Camarena, 2020).
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Anélises estatisticas

Para a analise estatistica utilizou-se o programa GraphPad Prism 7.0. Considerando o teste
t Student para a comparagao entre dois grupos. Para aqueles em que houver mais de dois grupos
de comparacdo com uma variavel independente, ¢ realizado o teste One-way Anova, seguido
pelo teste comparativo de Tukey ou o teste Two-way Anova para comparagdo de duas variaveis
independentes. A equagdo de crescimento exponencial utilizou a regressdo linear. As
correlagdes de matriz entre genes foram realizadas apds a normalizagdo dos dados representado
por mapas de calor (heatmap) e medicao da relagdo de dependéncia (r Pearson). As analises
foram consideradas significativas quando os valores de p < 0,05. Os valores foram indicados

por média + erro padrao de resultados em triplicata de trés experimentos independentes.

Analises de bioinformatica

Os dados transcritos e clinicos da coorte de Melanoma de Leeds estdo acessiveis no
European Genome Phenome Archive com o nimero de acesso EGAS00001002922
(Nsengimana et al 2018). Este ¢ um dos maiores conjuntos de dados transcriptdmicos em
melanoma primario em todo o mundo, com tamanho amostral de 703 pacientes e longo
acompanhamento (>10 anos). Para validar/replicar nossas descobertas, realizamos as seguintes
analises nesta coorte:

e A associacdo entre PRDX2 e alvos relacionados a progressdo tumoral foram
realizados por regressdo linear em toda a coorte e estratificando na mutagéo
oncogénica. Os coeficientes beta dessas analises foram representados com heatmap;

e Testamos a associacdo entre a expressdao de PRDX2 com a presenca de mutacdes
oncogénicas BRAF, NRAS ou duplo selvagem usando a analise de variancia
(ANOVA);

e A correlacdo de Pearson foi calculada entre a expressdo de PRDX2 e a espessura de
Breslow transformada em log (a transformacéo permitiu alcancar uma distribuicéo
de normalidade aproximada);

e Uma analise semelhante foi realizada para testar a associagdo com o estadiamento
do tumor (AJCC, American Joint Committee on Cancer) e os resultados foram
representados graficamente como violin plots ou box plots;

e Testamos o efeito de PRDX2 na sobrevida especifica de melanoma (usando apenas
mortes confirmadas como causadas por melanoma) usando a regressdo de riscos

proporcionais de Cox. Os perfis de sobrevida foram representados com curvas de
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Kaplan-Meier. A andlise de sobrevida foi realizada apds da divisdo da expressdo de
PRDX2 em 5 grupos (20% inferior = 1° quintil, 20% superior = 5° quintil). O nimero
de 5 foi escolhido de forma arbitraria, mas é possivel mesclar os grupos semelhantes.
Os 4 primeiros quantis (80% com alta expressdo de PRDX2) foram agrupadas por
serem estatisticamente idénticas, enquanto os 20% com menos expresséo de PRDX2

apresentou um prognostico pior.

RESULTADOS

Identificagdo do padrao de PRDX2 comparado com perfil fenotipico em linhagens de

melanoma com mutagcao em NRAS

Dados anteriores do nosso grupo demonstraram que pacientes com metastase
apresentavam menor expressdo de PRDX2 (CARVALHO et al., 2022), por isso foi avaliada a
expressdo proteica de PRDX2 com todas as linhagens celulares de melanoma, disponiveis no
Laboratorio de Fisiopatologia da Pele. Esse resultado demonstrou que, dentre todas as linhagens
celulares testadas, somente as linhagens SKMEL-147 e SKMEL-28R apresentaram
diminuicGes significativas comparadas ao controle (melandcito), com p<0,05 e p<0,01,

respectivamente (Figura 17).
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Figura 17. Expressdo proteica de PRDX2 em linhagens celulares de melanoma
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A- Analise de Western blotting para PRDX2, e B- Semiquantificacdo da proteina PRDX2. Linhagens celulares de
melanoma disponiveis no banco do Laboratorio de Fisiopatologia da pele, incluindo melanoma de crescimento
radial (CR), melanoma de crescimento vertical (CV), melanoma com mutagdo em NRAS ¢ melanoma com
mutacdo em BRAF. Os valores estdo indicados por média + erro padrdo de resultados em triplicata de trés
experimentos independentes. A analise estatistica foi feita por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida
de teste de Tukey, ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05 comparado ao controle melanocito (MP).

Fonte: Elaboragdo Propria.

Nos chamou a atencdo o fato da expressdao da PRDX2 estar diminuida na SKMEL-147
e elevada na SKMEL-173, sendo que ambas possuem mutacdo em NRAS (Figura 18). Ao

mesmo tempo, ndo houve diferenca de expressdo para PRDX1 nessas linhagens NRAS.

Figura 18. Expressdo proteica de PRDX1 e PRDX2 em linhagens de melanoma NRAS
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A- Expressao proteica por WB de PRDX1, e B- Expressao proteica por WB de PRDX2 em linhagens de melanoma
NRAS mutante. Os valores estdo indicados por média + erro padrdo de resultados em triplicata de trés
experimentos independentes. A analise estatistica foi feita por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida
de teste de Tukey, ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05 comparado ao controle melanocito (MP).

Fonte: Elaboragdo Propria.

Inicialmente, observamos que estas células apresentam morfologias completamente
distintas, sendo a SKMEL-147 mais arredondada e a SKMEL-173 mais alongada (Figura 19).

Em seguida, investigamos diferencas funcionais entre elas.

Figura 19. Fotomicrografia das linhagens celulares com mutacdo em NRAS
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Linhagens NRAS: SK-MEL-147 e SK-MEL-173, no objetiva de 40x.
Fonte: Elaboragdo Propria.

O ensaio de clonogénico apos 15 dias mostrou diferenca na caracteristica da formagao
de colonias, provavelmente devido a morfologia da SKMEL-147 apresentar células maiores e
mais arredondadas, do mesmo modo as colonias apresentaram a forma mais achatada e com

maior espalhamento no poco (Figura 20).
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Figura 20. Caracteristica das colonias formadas pelas linhagens de melanoma NRAS mutantes
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Figuras representativas de resultados em duplicata de trés experimentos independentes. Cultivo de 1000 células
por poco apoés 15 dias.
Fonte: Elaboracao Propria.

O primeiro ensaio funcional realizado foi a curva de crescimento acompanhado em
diferentes tempos (24, 72, 120 e 168 horas), mostrando que a célula-controle (MP) teve o maior
tempo de dobramento de 109 horas, a SKMEL-147 com 36 horas e a SKMEL-173 com 25
horas. Ou seja: a SKMEL-173 se prolifera de forma mais rapida comparada as outras, o que ja

indica um maior potencial proliferativo (Figura 21).

Figura 21. Curva de crescimento das linhagens de melanoma NRAS mutante com tempos de
proliferacdo diferentes
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Foram semeadas 1x10* cél/pogo e as células foram contadas nos tempos 24, 72, 120 e 168h, excluindo-se as mortas
por azul de tripan. Os valores estdo indicados por média + erro padrdo de resultados em ftriplicata de trés
experimentos independentes. Siglas: MP- melanoécito; 147- SKMEL-147 e 173- SKMEL-173.

Fonte: Elaboracao Propria.
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Como a via de ERK é a principal via responsavel pelo crescimento tumoral e
proliferacdo celular no melanoma, verificamos a ativagdo dessa via pela fosforilagdo de ERK.
A expressdo da fosforilacdo de ERK foi maior na SKMEL-173, confirmando seu maior

potencial proliferativo se comparada 8 SKMEL-147 e ao melandcito (Figura 22).

Figura 22. Expressdo da proteina ERK fosforilada em linhagens de melanoma NRAS mutante
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Os valores estdo indicados por média + erro padréo de resultados em triplicata de trés experimentos independentes.
A analise estatistica foi feita por andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de teste de Tukey, ***p<0,001,
**p<0,01 e *p<0,05 comparado ao controle melandcito (MP).

Fonte: Elaboragdo Propria.
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O ensaio da “ferida” foi realizado para avaliar o potencial de migracao dessas células de
melanoma NRAS mutante e, oposto aos resultados de proliferacdo, a SKMEL-147 foi a
linhagem com maior migracdo da ferida apds 24 horas, quando comparada a SKMEL-173
(Figura 23).

Figura 23. Ensaio de migra¢do das linhagens de melanoma NRAS mutante
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Os valores estdo indicados por média + erro padrao de resultados em triplicata de trés experimentos independentes.
A andlise estatistica foi feita por analise de T-student, ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05.
Fonte: Elaboracao Propria.
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Também realizamos o ensaio de invasdo, confirmando que a SKMEL-147, além de ser
mais migratoria, é mais invasiva, quando comparada &8 SKMEL-173. Na figura 24 mostra as

células que foram capazes de invadir o inserto com a matrigel.

Figura 24. Ensaio de invasdo celular comparando as linhagens de melanoma NRAS mutante

SKMEI.-147 SKMEL-173

.,. ’Vl

IS

=3

=)
1

;. -
Mo “f‘/

&! ,- 3,‘ \, 300

" \’
£ Wa A ‘,
200

100+

=Y
-]
=2
Contagem do n° de células

o
[

SKMEL-147 SKMEL-173

Semiquantifica¢do no numero de células que invadiram a membrana. A analise estatistica foi feita por analise de
T-student, ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05. Os valores estdo indicados por média + erro padrdo de resultados em
triplicata de trés experimentos independentes.

Fonte: Elaboragdo Propria.

Considerando as diferengas funcionais, morfologicas e de expressdo da PRDX2,
decidimos avaliar a expressdo de proteinas importantes envolvidas nas vias de proliferacdo e
invasdo do melanoma. Avaliamos as expressdes de proteinas MITF, AXL e SOX10 nas
linhagens NRAS, comparadas ao MP. A linhagem SKMEL-173 apresentou alta expressao de
MITF e baixa de AXL, e a SKMEL-147 o perfil oposto, com baixa expressdo de MITF e alta
de AXL. Somente a SOX10 nédo apresentou diferenca entre as linhagens comparadas (p<0,001)
(Figura 25).

Figura 25. Expressdo proteica de MITF, AXL e SOX10 em linhagens de melanoma NRAS
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A- Expressdo proteica de MITF, B- Expressdo proteica de AXL e C- Expressdo proteica de SOX10 em linhagens
de melanoma NRAS mutante. Os valores estdo indicados por média + erro padréo de resultados em triplicata de
trés experimentos independentes. A analise estatistica foi feita por analise de variancia de uma via (ANOVA)
seguida de teste de Tukey, ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05 comparado ao controle de melandcito (MP).

Fonte: Elaboragdo Propria.

A proteina E-caderina é capaz de estabilizar as juncdes aderentes celulares, importantes
para 0 processo de invasdo. Por isso, analisamos sua expressdo proteica em linhagens de
melanoma NRAS mutante e controle (MP). Verificamos que somente o melandcito apresentou

a expressao dessa proteina, enquanto ndo houve nenhuma expressédo no melanoma (Figura 26).

Figura 26. Expressdo proteica de E-caderina em linhagens de melanoma NRAS mutante
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Os valores estdo indicados por média + erro padrdo de resultados em triplicata de trés experimentos independentes.
A analise estatistica foi feita por andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de teste de Tukey, ***p<0,001,
*#p<0,01 e *p<0,05 comparado ao controle (melanocito - MP).

Fonte: Elaboragdo Propria.

T T
MP SKMEL-147 SKMEL-173



61

O ensaio de imuno-histoquimica confirma a expressdo de E-caderina, evidenciada
também por WB. Observou-se a presenca do E-caderina somente na camada da epiderme na
regido suprabasal da pele reconstruida (onde se encontram os queratindcitos e melandcitos
diferenciados). Por outro lado, a marcagdo desse anticorpo (E-caderina) ndo foi observada em
células de melanoma (Figura 27). Podemos observar com base nesses dados, que essas

linhagens de melanoma NRAS mutante ndo expressam E-caderina.

Figura 27. Imuno-histoquimica de e-caderina em peles humanas reconstruidas com melanoma
NRAS mutante
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Imuno-histoquimica das peles humanas reconstruidas (PHR) controle sem melanoma e com melanoma NRAS
mutante (SKMEL-147 e SKMEL-173) para E-caderina em aumento de 200x e 400x.

As setas indicam os locais de marcagdo do anticorpo E-caderina.

Fonte: Elaboragdo Propria.

A proteina 3-catenina também esté relacionada com a estabiliza¢do de jungdes aderentes
celulares. A linhagem SKMEL-147 apresenta baixa expressdo de p-catenina, enquanto a
SKMEL-173 tem alta expresséo de f-catenina, o que concorda com seu perfil proliferativo
(Figura 28). Isso ocorre devido a sinalizagdo canénica de WNT que previne a degradagéo de -
catenina e leva a sua estabilizagdo no citosol, e associacdo com fatores de transcri¢do
(TEIXIDO et al., 2021), que coopera com a sinalizagdo de MAPK para regular a atividade de
MITF, em células de melanoma proliferativas (WEBSTER; KUGEL; WEERARATNA, 2015).
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Figura 28. Expressdo proteica de f-catenina em linhagens de melanoma NRAS mutante
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Os valores estdo indicados por média + erro padrdo de resultados em triplicata de trés experimentos independentes.
A analise estatistica foi feita por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de teste de Tukey, ***p<0,001,
**p<0,01 e *p<0,05 comparado ao controle (melandcito - MP).

Fonte: Elaboracao Propria.
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A expressdo de N-caderina foi analisada por ser um biomarcador na EMT. A linhagem
SKMEL-147 apresenta alta expressao de N-caderina, concordando com o seu perfil invasivo,
sendo o oposto verificado na SKMEL-173 e MP (Figura 29).

Figura 29. Expressao proteica de N-caderina em linhagens de melanoma NRAS mutante
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Os valores estdo indicados por média + erro padrdo de resultados em triplicata de trés experimentos independentes.
A analise estatistica foi feita por andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de teste de Tukey, ***p<0,001,
**p<0,01 e *p<0,05 comparado ao controle (melandcito - MP).

Fonte: Elaboracao Propria.

As metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9) tem papel fundamental na degradacdo da
matriz extracelular favorecendo a disseminacdo do melanoma para sitios metastaticos
(NAPOLI et al., 2020), porém ndo tiveram nenhuma deteccdo de secrecdo nas linhagens de
melanoma NRAS mutantes. Sendo assim, poderia estar relacionado a outras citocinas.

Sabe-se que as interleucinas sdo importantes citocinas pro-inflamatorias associadas a
progressao do cancer e formacdo de metastases. Como esses fatores sollveis estdo relacionados
com o potencial invasivo, seria interessante correlaciona-las com as linhagens estudadas. Por

isso foi feita a dosagem de interleucinas de linhagens de melanoma NRAS mutante, mostrando
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que tanto a interleucina-6 quanto a interleucina-8 foram mais secretadas pela linhagem
SKMEL-147, quando comparada a SKMEL-173 (p<0,001) (Figura 30).

Figura 30. Dosagem de citocinas IL-6 e IL-8 em linhagens de melanoma NRAS mutante
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Os valores estdo indicados por média + erro padrdo de resultados em triplicata de trés experimentos independentes.
A analise estatistica foi feita por analise de T-student, ***p<0,001, **p<0,01 ¢ *p<0,05.
Fonte: Elaboragdo Propria.

Visto a diferenga entre as linhagens NRAS, ainda faltaria avaliar se essa diferenca
poderia estar associada a alguma outra enzima antioxidante, ou, principalmente, se a PRDX2
estaria alterada. Desse modo, verificamos a expressao de genes de proteinas antioxidantes em
linhagens NRAS e melandcito. Observamos que SODI, 2 e GSTPI estao pouco expressos em
ambas as linhagens NRAS se comparado ao melanocito. A expressao génica de PRDX2
corrobora os nossos dados vistos anteriormente por WB, com maior expressao nos melandcitos
e SKMEL-173 se comparada a SKMEL-147. Entretanto, a 7XN (tiorredoxina) estava

aumentada na SKMEL-147, com uma correlagao inversa com a PRDX2 (Figura 31).

Figura 31. Expressao de genes antioxidantes correlacionados com as linhagens NRAS
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A-Expressdao de genes normalizados que codificam proteinas antioxidantes relacionados ao cancer com as
linhagens de melanoma NRAS mutante (CN- melanoécito, SKMEL-173, SKMEL-147) por RT-PCR e B-
Correlacdo de Pearson da expressao dos genes testados por RT-PCR. Resultados em triplicata de trés experimentos
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independentes.
Fonte: Elaboracao Propria.

Supomos que a falta de PRDX?2 alteraria a produgdo de ROS, portanto realizamos o
ensaio de DHR para analisar a producdo de espécies reativas de oxigénio pela oxidacao da di-
hidrorodamina 123 (DHR). O H>O: foi utilizado como controle positivo, pois aumentaria o
estresse oxidativo. Embora a SKMEL-147 nao tenha produzido ROS, isso poderia ser explicado
por mecanismos compensatorios como a alta expressao de TXN atuando na manuteng¢ao redox.
Apesar disso, quando comparamos os niveis basais de ROS das células ndo tratadas com H2O»,

nao ha diferenca entre as linhagens NRAS (Figura 32).

Figura 32. Avaliagdo cinética da geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) em linhagem
de melanoma NRAS mutante apds 3 horas

A- B-
0 min 180 min
-3 150+ -2 500 w
c c
|8 oD
7 § 400 _
g 100+ 5
e 2 300
@ -]
b=
9 oo 5 200-
: §
.E .EI 100
é c
E o- T E 0= T T
AL R 4 ST T S ¥
N &S A
< A <& o & @ & o
& @& & R
< ol ) 0ol ) o ) O
a = =
o oF oF o

C- _ D-

Area sob a curva _g 600 - SKMELA47

60000 — £ -

E — SKMEL-147 H202
= -

40000 g %0 1 — SKMEL-173
‘; — SKMEL-173 H202
=

20000 | 2 2004
o
2 3
w

- 1 % § [i]
0 O P £ T T T 1
& a° & \,\n;* 0 50 100 150 200

B’
3 @@\;\ £ &
o =

Tempo (min)

A- Geragio de ROS no tempo 0, B- Geragdo de ROS no tempo final de 3 horas, C- Area sob a curva de ROS apos
3 horas e D- Avaliagdo cinética da geracdo de ROS. H202(200 uM) como controle positivo de produgdo de ROS.
Os valores estdo indicados por média + erro padrdo de resultados em triplicata de trés experimentos independentes.
Foi considerado significativo quando *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

Fonte: Elaboracao Propria.

Tratamento com gliotoxina como mimético de PRDX2

Em busca de restaurar o papel da PRDX2 no melanoma, testamos a gliotoxina (GT), um
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composto mimético ao PRDX2. O teste de viabilidade foi realizado para verificar a
citotoxicidade das linhagens testadas em relacdo a GT. Os resultados da concentragdo inibitoria
de 50% das células foram de 49,9 nM para os melandcitos, 56,75 nM para SKMEL-147, 58,25
nM para SKMEL-173 e 73,24 nM para os fibroblastos. Os resultados demonstraram que nao
ha diferenca de sensibilidade ao composto entre as linhagens de melanoma NRAS mutante, e
este composto nao ¢ seletivo, devido a similaridade na concentracao inibitoria entre as linhagens

de melanoma com as células controle (Figura 33).

Figura 33. Teste de viabilidade nas linhagens de melanoma NRAS mutante, fibroblastos (FP)
e melandcitos (MP)
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A- Curva de viabilidade e B- Tabela com os valores calculados de ICsy, ICys e IC125. Foram semeadas 2x10*
cél/pogo e as células foram contadas apos tratamento com GT em 24h, excluindo as células mortas por azul de
tripan. Nao houve controle com DMSO, pois a quantidade de DMSO utilizada nos tratamentos ¢ >0,01%, sendo
uma quantidade irrisoria. Os valores estdo indicados por média =+ erro padrdo de resultados em triplicata de trés

experimentos independentes.
Fonte: Elaboracao Propria.

O composto também tem acdo na inibicdo de formacdo de colbnias ap6s 15 dias de
tratamento em baixas doses de 1C25 e 1C12,5 sem diferenca entre as linhagens (Figura 34).
Esses resultados demonstram a potencial acdo citotoxica e/ou acdo antiproliferativa em doses

baixas (nM) de GT.
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Figura 34. Teste de sensibilidade a gliotoxina nas linhagens de melanoma NRAS mutante e
fibroblastos (FP) quanto a formacao de colonias comparada com o controle nao tratado,
utilizando a concentragdo do ICzs ¢ ICi25
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Os valores estdo indicados por média + erro padréo de resultados em duplicata de trés experimentos independentes.
A analise estatistica foi feita por andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de teste de Tukey, ***p<0,001,

#*p<0,01 e *p<0,05.
Fonte: Elaboragdo Prépria.

O ensaio de migracéo celular mostrou que somente a linhagem SKMEL-147 foi capaz
de manter a area da ferida apos o tratamento com GT quando comparado ao controle ndo
tratado, o qual fechou completamente a ferida. Na linhagem SKMEL-173, por outro lado, ndo
houve diferenca na migracéo apds o tratamento por 24 horas (Figura 35). Somente a linhagem
com auséncia basal de PRDX2 (SKMEL-147) respondeu ao mimético de PRDX2.

Figura 35. Ensaio de migragdo celular em linhagens de melanoma NRAS mutante tratadas
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com gliotoxina e ndo tratadas.
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Imagens representativas e semiquantificacdo da area, cuja representacdo ¢ de trés experimentos independentes,
feitos em duplicata. A- Ensaio da ferida para SKMEL-173, B- Ensaio da ferida para SKMEL-147. A anélise
estatistica foi feita por analise de varidncia de duas vias (ANOVA) seguida de teste de Tukey, ***p<0,001,
**p<0,01 e *p<0,05. IC75=99,7nM da SKMEL-147 ¢ IC75= 114,1nM na SKMEL 173

Fonte: Elaboragdo Propria.
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Inibi¢do do gene PRDX?2 por shRNA na linhagem de melanoma SKMEL-173 naive e mudanca
de perfil fenotipico

Em busca de confirmar se a expressao de PRDX2 estaria realmente modulando o perfil
fenotipico observado nas diferencas entre as linhagens de melanoma NRAS mutante,
realizamos a inibicdo génica de PRDX?2 na linhagem SKMEL-173, a qual expressa PRDX2.
Primeiramente, selecionamos as sequéncias inibidoras de PRDX2 em diferentes concentragdes
virais, verificando a melhor sequéncia e concentrag¢do capaz de inibir PRDX2. Posteriormente,
verificamos a expressao das outras peroxirredoxinas do grupo 2-cys PRDX (PRDXI, 2, 3 e 4),
confirmando a especificidade da sequéncia por ndo haver a inibi¢do de outras isoformas de

PRDX, somente da isoforma de interesse (PRDX2) (Figura 36).

Figura 36. Expressao proteica de PRDX1, 2, 3 e 4 em linhagens de melanoma NRAS mutante
e linhagens infectadas com sequéncias de sShRNA PRDX2
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Experimento piloto. Expressdo proteica por WB para expressdo das proteinas do grupo 2-cys Prdx (PRDX1,
PRDX2, PRDX3 e PRDX4) nas linhagens com muta¢ao em NRAS (SKMEL-147 e SKMEL-173) e linhagens
editadas (shPRDX2.1, PRDX2.2 e PRDX2.3) nas dilui¢des virais de 1:5, 1:10 para verificar a linhagens com
maior inibi¢do proteica de PRDX. Controle (CN)- scramble.

Fonte: Elaboracao Propria.
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Selecionamos a titulacdo de 1:10 de diluicdo viral do shRNA, por sua maior inibi¢ao de
PRDX2. A linhagem infectada com sequéncias de ShRNA PRDX2-1 mostrou uma diminuicao
ndo significativa em relacdo ao controle (scramble). Por esse motivo, decidimos ndo utiliza-la
nos experimentos seguintes. Contudo, as demais sequéncias génicas foram capazes de inibir a

expressdo proteica de PRDX2, como esperado. Tanto o controle (scramble), o qual sera
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utilizado para comparar todos os experimentos com as linhagens infectadas com sequéncias de
ShRNA PRDX2, quanto a célula SKMEL-173 naive mostraram uma alta expressdo de PRDX2.
Quantificamos a expressdo génica e proteica das linhagens celulares selecionadas
PRDX2-2 e PRDX2-3. Aexpressdo de génica e proteica da peroxirredoxina 2 foi de 66% e 50%
na linhagem PRDX2-2 e de 36% e 36% na linhagem PRDX2-3, respectivamente (Figura 37).

Figura 37. Expressao proteica e génica de PRDX2 das linhagens infectadas com sequéncias
de shRNA PRDX2
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A- Expressdo proteica de PRDX2 das linhagens infectadas com sequéncias de shRNA PRDX2 selecionadas, de
acordo com a diferenga de expressdo comparado com o controle (scramble) e com a célula de origem (SKMEL-
173), B- Semiquantifica¢do da expressdo proteica, C- Porcentagem génica de PRDX2 normalizados pelo controle
(scramble) e D- Porcentagem proteica de PRDX2 normalizados pelo controle (scramble). As analises estatisticas
foram feitas por analise de varidncia de uma via (ANOVA) seguida de teste de Tukey, ***p<0,001, **p<0,01 e
*p<0,05. Os valores estdo indicados por média + erro padrdo de resultados em triplicata de trés experimentos
independentes.

Fonte: Elaboracao Propria.

As linhagens infectadas com sequéncias de ShRNA PRDX2 mantiveram a morfologia
semelhante as células SKMEL-173 naive, porém a linhagem PRDX2-3 se apresentou mais

afilada quando comparada as outras (Figura 38).

Figura 38. Fotomicrografia das linhagens de melanoma infectadas com sequéncias de sShRNA
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PRDX2

shRNA: CN PRDX2-2 PRDX2-3

Linhagens: CN- scramble, PRDX2-2 e PRDX2-3, na objetiva de 40x.
Fonte: Elaboracao Propria.

As linhagens de melanoma infectadas com sequéncias de ShRNA PRDX2 néo tiverem

diferencas na caracteristica das colonias formadas e sua quantidade (Figura 39).

Figura 39. Caracteristica das colonias formadas pelas linhagens de melanoma infectadas com
sequéncias de ShRNA PRDX2

ShRNA: CN- scramble PRDX2-2 PRDX2-3

Figuras representativas de resultados em duplicata de trés experimentos independentes. Cultivo de 1000 células
por pogo apds 15 dias.
Fonte: Elaboragdo Propria.

Ap0s o knockdown de PRDX2 no melanoma NRAS mutante, foram realizados todos 0s
ensaios funcionais ja mostrado para as células NRAS naive. O resultado da curva de
crescimento ndo apresentou diferenca entre as linhagens infectadas com sequéncias de ShRNA

PRDX2, com tempos de dobramentos similares e sem diferengas estatisticas, indicando que

PRDX2 ndo altera diretamente o potencial proliferativo celular. (Figura 40).

Figura 40. Curva de crescimento das linhagens de melanoma infectadas com sequéncias de
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shRNA PRDX2 com os tempos de proliferacao

shRNA:

— 1000

o -~ CN

X - PRDX2-2
8 —+ PRDX2-3
=]

b

Q

[]

3

o

Q

£

3

Z L L I

0 50 100 150 200
Tempo (h)
Tempo de
dobramento CN PRDX2-2 PRDX2-3
Horas 35,10 34,21 35,07

Foram semeadas 1x10* cél/pogo e as células foram contadas nos tempos 24, 72, 120 e 168h, excluindo-se as mortas
por azul de tripan. Os valores estdo indicados por média + erro padrdo de resultados em triplicata de trés

experimentos independentes e normalizados. CN-scramble.
Fonte: Elaboragdo Propria.

Aauséncia de diferencas significativas na fosforilacdo de ERK evidencia que ndo houve

alteracdo no potencial proliferativo (Figura 41)

Figura 41. Expressao da proteina ERK fosforilada em linhagens infectadas com sequéncias de
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A andlise estatistica foi feita por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de teste de Tukey, ***p<0,001,
**p<0,01 e *p<0,05 comparado ao controle (scramble). Os valores estao indicados por média + erro padrao de

resultados em triplicata de trés experimentos independentes.
Fonte: Elaboracao Propria.

O ensaio de migragdo também ndo demonstrou diferencas entre as linhagens infectadas

com sequéncias de shRNA PRDX2 (Figura 42).
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Figura 42. Ensaio de migra¢do celular na linhagem de melanoma infectadas com sequéncias
de shRNA PRDX?2
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Imagens representativas e semiquantificacdo da area, cuja representacdo ¢ de trés experimentos independentes,
feitos em duplicata. A analise estatistica foi feita por analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguida de teste
de Tukey, ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05.

Fonte: Elaboragdo Propria.

Por outro lado, o ensaio de Transwell demonstrou mudanca no potencial invasivo na
linhagem PRDX2-3, que, ap6s 48 e 72 horas, teve um aumento significativo na invasdo das
células quando comparada ao scramble (CN) (Figura 43).

Figura 43. Ensaio de invasdo celular comparando as linhagens de melanoma infectadas com
sequéncias de ShARNA PRDX2
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Linhagens: PRDX2-2, PRDX2-3 e scramble (CN). Semiquantificagdo no niimero de células que invadiram a
membrana. A analise estatistica foi feita por analise de varidncia de uma via (ANOVA) seguida de teste de Tukey,
**%p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05 comparado ao controle (scramble). Os valores estdo indicados por média + erro
padrdo de resultados em triplicata de trés experimentos independentes.

Fonte: Elaboracao Propria.
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Em busca de proteinas importantes no potencial de invasdo do melanoma, nos
analisamos a expressdo de MITF, AXL e SOX10. A expressdo de MITF foi diminuida na
linhagem PRDX2-3 (p<0,05), uma proteina relacionada & mudanca de perfil fenotipico. A
proteina AXL ndo foi expressa em nenhuma das linhagens infectadas com sequéncias de ShRNA
PRDX2, como visto na SKMEL-173 naive. Da mesma forma, a SOX10 ndo mostrou alteracéo

de expressédo nas linhagens estudadas (Figura 44).

Figura 44. Expressao proteica de MITF, AXL e SOX10 em linhagens de melanoma infectadas
com sequéncias de shRNA PRDX2
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A-Expressédo proteica de MITF, B- Expresséao proteica de AXL e C- Expressdo proteica de SOX10 em linhagens
de melanoma infectadas com sequéncias de shRNA PRDX2 (PRDX2-2 e PRDX2-3). Os valores estdo indicados
por média * erro padrdo de resultados em triplicata de trés experimentos independentes. A analise estatistica foi
feita por andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida de teste de Tukey, ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05
comparado ao controle (scramble).

Fonte: Elaboracao Propria.
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Como ndo houve a expressdo de N-caderina na SKMEL-173 naive, as células infectadas
com sequéncias de shRNA PRDX2 também ndo apresentaram expressao. Apesar disso, a
expressao de B-catenina foi diminuida nas linhagens infectadas com sequéncias de shRNA
PRDX2 (PRDX2-2 e PRDX2-3) em comparagdo ao CN (scramble) (Figura 45).

Figura 45. Expressdo proteica de f-catenina em linhagens de melanoma infectadas com
sequéncias de ShARNA PRDX2
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Expressdo proteica de B-catenina em linhagens de melanoma infectadas com sequéncias de shRNA PRDX2
(PRDX2-2 ¢ PRDX2-3). Os valores estdo indicados por média + erro padrdo de resultados em triplicata de trés
experimentos independentes. A analise estatistica foi feita por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida
de teste de Tukey, ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05 comparado ao controle (scramble).

Fonte: Elaboragdo Propria.

Além disso, analisamos a expressdo de SNAIL, um marcador de EMT expresso somente

na linhagem PRDX2-3, sendo essa a mais invasiva quando comparada ao scramble (Figura 46).

Figura 46. Expressao proteica de Snail em linhagens de melanoma infectadas com sequéncias
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Linhagens: PRDX2-2 e PRDX2-3. Os valores estdo indicados por média + erro padrao de resultados em triplicata
de trés experimentos independentes. A analise estatistica foi feita por andlise de varidncia de uma via (ANOVA)
seguida de teste de Tukey, ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05 comparado ao controle (scramble).

Fonte: Elaboracao Propria.

No6s dosamos as interleucinas nas células infectadas com sequéncias de ShRNA PRDX2,

mas estas ndo apresentaram diferenca de expressao entre elas.
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O ensaio de DHR mostrou que todas as linhagens infectadas com sequéncias de shRNA
PRDX2 (CN- scramble, PRDX2-2 e PRDX2-3) foram sensiveis ao H>0., aumentando as
espécies reativas de oxigénio na presenca do agente oxidante. A cinética demonstrou a maior
tendéncia de producdo de ROS na PRDX2-3, sendo a linhagem com a maior producdo de ROS

apos a exposicdo ao H»O» (p<0,001) se comparada ao ndo tratado, como esperado (Figura 47).

Figura 47. Avaliagdo cinética da geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) em linhagem
de melanoma infectadas com sequéncias de shRNA PRDX?2
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Linhagens: CN- scramble, PRDX2-2 e PRDX2-3. A- Geragdo de ROS no tempo 0, B- Geragdo de ROS no tempo
final de 3 horas, C- Area sob a curva de ROS apés 3 horas e D- Grafico da area sob a curva apds 3 horas. Os
valores estdo indicados por média + erro padrdo de resultados em triplicata de trés experimentos independentes.
H>0; (200 uM) como controle positivo de producdo de ROS. A analise estatistica foi feita por analise de varidncia
de uma via (ANOVA) seguida de teste de Tukey, ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05 comparado ao ndo tratado.
Fonte: Elaboragdo Propria.

Pele humana reconstruida (PHR) com as linhagens celulares NRAS naive e silenciadas por

shRNA

A pele humana reconstruida (PHR) foirealizada como método de validagao de nossos dados
in vitro em 2D. A PHR controle sem melanoma mostra a forma¢do das camadas da pele,

epiderme e derme. A PHR com melanoma SKMEL-173 mostra a camada da derme bem
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formada e o melanoma sobrepondo toda por¢ao da epiderme, diferentemente da PHR com
melanoma SKMEL-147 com a epiderme e derme bem visiveis, bem como o destaque das
células de melanoma invadindo a derme, confirmando o perfil invasivo da SKMEL-147. Nao
observamos a camada epitelial em nenhuma das PHRs com melanoma SKMEL-173 naive ou
nas linhagens infectadas com sequéncias de ShRNA PRDX2. As PHRs foram coradas em H&E
para observagdo da histologia da pele e fizemos a marcacdo imuno-histoquimica de Melan-A
para confirmagdo da presenga das células de melanoma, as quais sdo coradas em marrom

(Figura 48).

Figura 48. Fotomicrografia das peles humanas reconstruidas com melanoma NRAS mutante

CONTROLE SKMEL-173 SKMEL-147

H&E

MELAN-A

Pele controle sem melanoma, pele com melanoma NRAS mutante (SKMEL-147 e SKMEL-173) coradas com
Hematoxilina & Eosina e marcag¢do imuno-histoquimica de Melan-A, no aumento de 20x. As setas indicam os
sitios de invasdo de melanoma na derme.

Fonte: Elaboragdo Propria.

Utilizando as células infectadas com sequéncias de shRNA PRDX2, observamos a PHR
scramble com perfil semelhante da PHR com melanoma SKMEL-173 naive. Em comparacéo,
a PHR com melanoma PRDX2-2 apresentou pouca diferenca em relacdo ao scramble, com
algumas células superficiais invadindo a derme. Por outro lado, a PHR com melanoma PRDX2-
3 mostra varios sitios de invasdo na derme, demostrando que o knockdown de PRDX2 aumentou
o0 potencial invasivo da SKMEL-173 em modelos de PHR (Figura 49).

Figura 49. Fotomicrografia das peles humanas reconstruidas com melanoma infectadas com
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sequéncias de shRNA PRDX2

shRNA: CN-scramble PRDX2-2 PRDX2-3

H&E

MELAN-A

-

Peles com melanoma knockdown de PRDX2 (scramble como controle, PRDX2-2 ¢ PRDX2-3) coradas com
Hematoxilina & Eosina e marcagdo imuno-histoquimica de Melan-A, no aumento de 20x. As setas indicam os
sitios de invasdo de melanoma na derme.

Fonte: Elaboragdo Propria.

Correlagao da PRDX2 com marcadores fenotipicos de invasao (assinaturas de genes

invasivos)

Apoés andlises que investigaram a relacdo de PRDX2 com o processo invasivo,
verificamos a expressdao génica representado por um painel, que incluiu diversos genes
relacionados com a progressao do tumor em todas as linhagens estudadas. Os dados
confirmaram as expressdes proteicas previamente observadas, com a expressao génica de
PRDX2 sendo maior na linhagem SKMEL-173 naive e scramble, mediana na PRDX2-2 e
diminuida na PRDX2-3 até ndo haver expressaio na SKMEL-147 (Figura 50). A fim de
comparar os perfis, todos os genes foram correlacionados entre si, apresentados na figura 51.

A expressao de MITF apresentou uma correlagao positiva com PRDX2, enquanto AXL
apresentou uma correlagdo inversa com a expressao de PRDX2 e MITF. SOX10 apresentou uma
correlagdo positiva com MITF, ja descrita na literatura, e também com PRDX2. FNI e SNAII,
marcadores de EMT, foram expressos negativamente nas linhagens com PRDX2. A expressao
de SNAI2, por sua vez, apresentou uma correlagdo inversa com SNA/I e proporcional a presenga
de PRDX2.

Aexpressao de SMAD?2 apresentou uma correlagdo positiva com a expressao de PRDX2,
enquanto SMAD3 revelou uma correlagao inversa com PRDX2. Além disso, SMAD2 e SMAD3

apresentaram uma correlagdo inversa entre si.
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Figura 50. Expressdo de genes normalizado com as linhagens de melanoma NRAS mutante e
linhagens infectadas com sequéncias de sShRNA PRDX?2

PRDX2 MITF S0X10 SNAI1 SNAI2 SMAD2 SMAD3

100
CN
80
SKMEL-173
60
PRDX2-2
40
PRDX2-3
20
v SKMEL-147 0

Linhagens: SKMEL-147, SKMEL-173, CN- scramble, PRDX2-2 ¢ PRDX2-3 por RT-PCR. Somente os genes
SOX10, SNAI2 e SMAD?2 néo tiveram uma correlago significativa (p>0,05).
Fonte: Elaboracao Propria.

PRDX2

Figura 51. Correlagdo de Pearson da expressao de todos os genes testados por RT-PCR
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Fonte: Elaboragdo Propria.

Avaliamos a correlacdo in silico de genes envolvidos com a progressdo do tumor e a
expressdo de PRDX2 em tumores primarios de melanoma com mutacdo em NRAS. Esses
resultados mostraram uma correlagdo positiva com ROS1, KRT18, AXIN1, bem como uma
correlacdo negativa com CSNK1Al1, NRAS, AXL, e FN1, confirmando alguns dados ja
apresentados (Figura 52).
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Figura 52. Correlacao da expressao génica de PRDX2 com genes pro-tumorais em coorte de
melanomas primarios com mutacdo em NRAS

ROS1
KRT18
CSNK1A1
NRAS -
AXL -
AXIN1 -
PDGFB -
FN1- -0.171150
CDH2- 0.100711
TGFB2- 0.115519

Coorte de melanomas primarios NRAS (n= 142) com p<0,05.
Fonte: Elaboragdo Propria.

Avaliamos a correlacdo in silico de genes envolvidos com a progressao do tumor e a
expressdo de PRDX2 em tumores primarios de melanoma, representando diversos marcadores
relacionados a invasdo e metéastase, tais como ZEB2, o qual apresentou uma correlacéo negativa
com PRDX2; STAT3, apresentando uma correlacdo positiva com PRDX2; e CTNNB (-
catenina) e CDH1 (E-caderina), relacionados a estabilizacdo de juncbes aderentes, ambos 0s
quais apresentaram correlacdo positiva com PRDX2 (Figura 53), sendo essas ultimas

confirmadas por ensaios in vitro.

Figura 53. Correlagao da expressao génica de PRDX2 com genes pro-tumorais em coorte de
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melanomas primarios
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Coorte de melanomas primarios (n=703) com p<0,05.
Fonte: Elaboragdo Propria.

Analises in silico de PRDX2 de uma coorte de pacientes com melanomas primarios

relacionado com as caracteristicas clinicas da doenca

Demonstrando a importancia de PRDX2 para melanoma NRAS mutante, realizamos
uma analise in silico de uma coorte de melanomas primarios com mutagdo em BRAF,
NRAS e WT (703 individuos). Os resultados mostraram que melanoma com mutagdo em
NRAS tiveram uma menor expressdo PRDX2 quando comparado ao melanoma BRAF

(Figura 54).

Figura 54. Expressao de PRDX2 em tumores de melanoma primarios com diferentes tipos de



81

mutagdes
‘O_ 4
© -
O
. I
x
a
o
Lo
Y
o)
o
<
(273) (142) (180)
o~
BRAF NRAS WT

Mutagoes: BRAF, NRAS e WT (wide-type- tipo selvagem) com p<0,001.
Fonte: Elaboragdo Propria.

Alem disso, realizamos analises in silico objetivando a relagdo da PRDX2 com a
evolucao da doenca em pacientes com tumores primarios. Para isso, correlacionamos a PRDX2
com a espessura de Breslow, um indicativo de evolucdo do melanoma na clinica, mostrando

que, quanto menor a expressdo de PRDX2, maior a espessura de Breslow (Figura 55).

Figura 55. Correlagao da expressao de PRDX2 com a espessura de Breslow de melanomas
primarios

rho=-0.15, P=5x10°

-1 0 1 2 3

log (espessura de Breslow)

Fonte: Elaboragdo Propria. N=703.
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Comparamos tambem o estadiamento do tumor (AJCC), o qual define a quantidade e
disseminacdo do cancer no paciente, com o0 maior estagio remetendo a um pior progndstico. O
maior estadiamento (estagio 111) do melanoma foi correlacionado com uma menor expresséo de
PRDX2 (Figura 56).

Figura 56. Correlacao da expressao de PRDX2 com o estadiamento do tumor primario
(AJCC)
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Fonte: Elaboragdo Propria. N= 703.

Afigura 57 mostra a curva de sobrevida de uma coorte de 703 pacientes com melanomas
primarios, de acordo com a expressdo de PRDX2. A alta expressdo de PRDX2 foi relacionada
com uma maior taxa de sobrevida quando comparada aos pacientes com baixa expressdo desse
gene, considerando que (HR: 2,03, p<0,001) pacientes com expressdo de PRDX2 tém uma

sobrevida duas vezes maior se comparados com pacientes com baixa expressdo de PRDX2.

Figura 57. Curva de sobrevida da coorte de pacientes com melanomas primarios
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correlacionados com a expressao de PRDX2
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Coorte de n=703, 204 mortes.
Fonte: Elaboragdo Propria.

A figura 58 mostra a curva de sobrevida da coorte de pacientes com melanomas NRAS
mutantes separados em grupos de acordo com a diferengca de expressio de PRDX2,
demonstrando que em tumores de melanoma com mutagdo em NRAS da coorte analisada nao
apresenta diferenga significativa entre o grupo que expressa ou nao PRDX2. Sendo assim, nao

apresenta uma relacao direta de PRDX2 com a mutagao em NRAS em nossos dados.

Figura 58. Curva de sobrevida de pacientes com melanomas NRAS mutantes pela expressao
de PRDX2
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Coorte de n=142.
Fonte: Elaboracao Propria.
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DISCUSSAO

Auséncia de PRDX2 altera o perfil fenotipico em melanoma NRAS mutante

A peroxirredoxina 2 (PRDX2) ¢ uma enzima antioxidante que desempenha um papel
importante no equilibrio redox da carcinogénese. Hintsala e colaboradores, 2015 mostraram
que a expressao de PRDX2 esta diferencialmente regulada em melanomas malignos, onde sua
expressao ¢ diminuida (HINTSALA et al., 2015). Especificamente, um estudo mostrou que a
diminui¢ao da expressao de PRDX2 em melanomas ¢ devido a um silenciamento no promotor
de metilacdo envolvido na progressao do melanoma (FURUTA et al., 2006).

Embora alguns estudos tenham investigado o papel de PRDX2 em melanoma com
mutacdo em BRAF, poucos foram realizados em melanoma NRAS mutante. Os melanomas
com mutacdo em NRAS sdo tumores mais agressivos, e a escassez de dados na literatura sobre
0 papel das PRDXs em melanoma NRAS mutante, bem como a falta de uma terapia-alvo
dirigida a esse tipo de mutacdo, evidencia a necessidade de mais estudos. Dessa forma,
decidimos investigar qual seria a funcdo da PRDX2 nesse contexto.

No presente estudo, verificamos que apenas a PRDX2 apresentou uma expressao
diferencial nas linhagens de melanoma estudadas (SKMEL-147 e 173), e ndo a PRDX1, o que
foi consistente com o estudo de Lee e colaboradores (LEE et al., 2013). Esses resultados
sugerem que a PRDX2 pode ter um papel mais critico do que a PRDXI1 na regulacao do
equilibrio redox e na progressao do melanoma. Por isso, foi proposto o desenvolvimento de um
conjunto de dados em buscar de verificar seu papel.

Nossos dados demonstraram que a linhagem que expressa mais PRDX2 (SKMEL-173)
apresenta maior nivel de ERK fosforilado € menor tempo de dobramento celular, indicativos de
proliferagcdo. Esses resultados sdao contrarios a um estudo com melanoma BRAF, no qual a
expressao de PRDX?2 foi relacionada a uma menor taxa de proliferacao (LEE et al., 2013). Por
outro lado, condizem com um estudo em que a PRDX2 promoveu a ativagdo de ERK e
proliferagdo em tumores hepaticos (PARK et al., 2016).

Nossos resultados apontaram que a modulagdo de PRDX2 através de silenciamento
génico utilizando shRNA esta relacionada com o aumento da invasdo, concordando com estudos
que relacionaram o silenciamento de PRDX2 como promotor de migragdo e invasdo em
tumores gastricos e de melanomas (HONG et al., 2018; LEE et al., 2013).

A linhagem com PRDX2 teve as expressdes de MITF%/ AXLX° correlacionadas com
um perfil proliferativo. Ao mesmo tempo, a linhagem sem PRDX2 teve as expressoes de

MITFPaxo; AX| 3 associadas a um perfil invasivo. Isso condiz com o modelo de reostato ja
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descrito na literatura (MULLER et al., 2014; RAMBOW; MARINE; GODING, 2019b). O
MITF é considerado um marcador do fenétipo proliferativo das células de melanoma, e estudos
tém associado baixos niveis de MITF com uma parada no ciclo celular em G1 e maior
invasividade (CARREIRA et al., 2006). Tumores de melanoma com assinaturas de genes
invasivos também apresentaram baixa expressao de MITF. Além disso, a baixa expressdo de
MITF tem sido relacionada a maior expressao de AXL e a resisténcia a inibidores de MAPK e
imunoterapias, conforme descrito em um estudo recente (HUANG et al., 2021). Esses
resultados sugerem que a expressdo de MITF e AXL podem ser importantes indicadores do
comportamento das células de melanoma e de sua resposta a diferentes terapias.

PRDX2 modula genes, proteinas e citocinas pro-tumorais em melanoma NRAS mutante

Realizamos analise in vitro da expressao de E-caderina em linhagens celulares NRAS,
sendo que a E-caderina ndo foi expressa nas linhagens de melanoma, somente nos melandcitos
e nos queratindcitos. Hao e colaboradores (2012) observaram altos niveis de E-caderina em
melandcitos e niveis indetectaveis em linhagens de melanoma de diversos estagios (HAO et al.,
2012), o que corrobora nossos resultados. E amplamente descrito que tumores epiteliais perdem
parcial ou totalmente a expressao de E-caderina em progressos de malignidade, de invasao e
metastases (VAN ROY; BERX, 2008).

A expressao de B-catenina foi alta na SKMEL-173 e reduzida nas linhagens infectadas
com sequéncias de shRNA PRDX2. J4 foi mostrado que o knockdown de PRDX2 em linhagens
de melanoma BRAF tiveram uma reducdo nos niveis de -catenina na membrana plasmatica,
pois a PRDX2 esta envolvida na adesdo celular pela estabilizacdo de jun¢des aderentes pelos
complexos de E-caderina/ B-catenina (LEE et al., 2013). Nossos dados mostraram que as
linhagens com alta expressdo de PRDX2 (SKMEL-173 naive e scramble), tiveram alta
expressao de B-catenina e MITF relacionado ao fendtipo proliferativo e ndo invasivo. A -
catenina também participa da via candnica de Wnt, que coopera com a sinalizagdo de MAP
quinases para regular a expressao e atividade de MITF em células proliferativas de melanoma.
Nesse processo, a via candnica antagoniza a via ndo canénica WNTSA, promovendo a invasao
e metastase das células de melanoma (WEBSTER; KUGEL; WEERARATNA, 2015).

A N-caderina foi mais expressa na linhagem SKMEL-147, a qual ndo possui PRDX2 e
é a linhagem de maior potencial invasivo. I1sso corrobora com a literatura, que demonstra que a
N-caderina tem potencial invasivo e metastatico relacionado a um pior prognostico (CAO;

WANG; LENG, 2019). A expressdo de N-caderina ja foi correlacionada positivamente com
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Snail e negativamente com E-caderina, sendo que a expressdo de Snail estd envolvida no
fendtipo mesenquimal invasivo (HAO et al., 2012; RIBATTI; TAMMA; ANNESE, 2020).
Estes resultados estdo em concordancia com nossos dados, pois hd uma maior expressao de N-
caderina e de Snail nas linhagens mais invasivas SKMEL-147 e PRDX2-3, respectivamente.

Observamos que a SKMEL-147 apresenta altas expressoes de interleucinas (IL-6 e IL-
8), sendo a linhagem mais invasiva e com expressao de N-caderina. J4 foi relatado que os niveis
de IL-6 e IL-8 sdo mais elevados em pacientes com melanoma maligno, sendo a IL-8
correlacionada com outros tumores por promover a EMT e estando envolvido em diversas vias
responsaveis pela agressividade do tumor (FILIMON et al., 2021). Além disso, a IL-6 tem sido
descrita como um marcador de pior progndstico em pacientes com melanoma cutaneo, bem
como em melanoma metastatico com altos niveis da interleucina pela regulagdo de Twist € N-
caderina (NA et al., 2013).

Em vista do potencial de PRDX2 nas linhagens celulares, verificamos a expressédo de
outras proteinas antioxidantes que poderiam estar envolvidas e influenciando esse processo
redox. A expressao génica mostrou diferenca entre as linhagens de melanoma NRAS mutante
somente nos genes de PRDX2 e TXN (tiorredoxina), com diferencas contrarias: a SKMEL-147
expressa tiorredoxina, enquanto a SKMEL-173 expressa peroxirredoxina 2. A expressdo de
tiorredoxina esta relacionada com a manutencdo de ROS e acdo na tumorigénese, e estudos
encontraram um aumento significativo de TXN em melanoma metastatico em relagdo ao
melanoma primario, sendo este aumentado em relacdo ao nevo melanocitico (CARPENTER,;
BECKER; INDRA, 2022; CASSIDY et al., 2015). Isso condiz com nossos resultados, pois a
SKMEL-147, com maior expressao de TXN é mais invasiva, seguida da SKMEL-173 nao
invasiva e com uma expressao intermediaria, e, por ultimo, o melandcito, com a menor
expressao de TXN.

Considerando o papel das enzimas antioxidantes, buscamos verificar a capacidade de
producdo basal de ROS nas linhagens celulares de melanoma NRAS mutante e, como controle
positivo, utilizamos um agente oxidante (H202). Demonstramos que a SKMEL-173 respondeu
ao agente oxidante, porém a SKMEL-147 ndo expressou diferenca frente ao H>O,. Apesar do
resultado inesperado, este sugere um mecanismo de escape ou uma resposta adaptativa para

neutralizacdo de ROS, resultado da maior expressao da tiorredoxina (TXN) na SKMEL-147.

A modulagdo farmacologica e genética de PRDX2 altera o perfil fenotipico celular

Considerando o papel da PRDX2 visto nos experimentos anteriores, buscamos um
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tratamento utilizando a gliotoxina (GT), um possivel mimético de PRDX2. A GT ¢ um
composto antioxidante com atividade de peroxidase dependente de TXN, catalisando a reducao
de H,02 em H>O (CHOI et al., 2007). O ensaio de viabilidade mostrou um alto potencial
citotoxico da GT por suas concentracdes em nanomolar, capaz de reduzir em 50% a viabilidade
celular tanto das células normais quanto do melanoma. O ensaio de colonias mostra a agdo do
composto apds um longo periodo de tratamento em ambas as linhagens, sem seletividade entre
elas. Apesar de ndo ser seletivo, houve uma diminuigdo da proliferacio em ambas as linhagens
de melanoma NRAS mutante, como ja mostrado em linhagens de melanoma BRAF (LEE et al.,
2013).

O ensaio de migracdo apresentou uma diferenca somente na SKMEL-147,
provavelmente por sua falta de PRDX2. A GT pode estar atuando como um mimético de
PRDX2, alterando e diminuindo a capacidade migratoria especificamente dessa linhagem. Este
resultado concorda com o estudo de Lee e colaboradores que, apds o tratamento com GT,
observaram uma reducao na migragao de células de melanoma BRAF (LEE et al., 2013).

Para confirmar nossos dados anteriores, utilizamos shRNA para inibi¢cdo génica da
PRDX2 na linhagem de melanoma SKMEL-173. Aiinibicdo génica de PRDX2 gerou a linhagem
PRDX2-2, com expressdo proteica de 50% de PRDX2, bem como a linhagem PRDX2-3, com
expressdo génica e proteica de PRDX2 de 36% em relacdo ao controle. Observamos uma
diferenca morfolégica somente na linhagem knockdown PRDX2-3.

As linhagens infectadas com sequéncias de shRNA PRDX2 ndo apresentaram
diferencas significativas entre os tempos de dobramento no ensaio de proliferacdo e na
fosforilacdo de ERK. Esse dado ndo nos permite concluir sobre o potencial proliferativo de
PRDX2, embora haja uma alteracdo em melanoma NRAS mutante.

Por outro lado, o potencial invasivo da linhagem PRDX2-3 aumentou em relagdo ao
scramble, e esta foi a linhagem que apresentou maior inibicdo de PRDX2. Sendo assim, a
inibicdlo de PRDX2 foi capaz de aumentar o potencial invasivo da SKMEL-173, que
anteriormente nao invadia. Este dado condiz com um estudo utilizando linhagens de melanoma
G361 e A375, que apresentou um aumento de migracdo apds a inibicdo de PRDX2 em
melanoma BRAF (LEE et al.,, 2013). Além disso, foi visto uma maior atividade migratoria em
células de cancer gastrico que ndo expressavam PRDX2 (HONG et al., 2018).

A expressao proteica de MITF foi reduzida na linhagem PRDX2-3 e teve maior invasao.
Sabe-se que a supressdo de MITF esté relacionada com o processo invasivo ja relatado em
diversos trabalhos (AROZARENA; WELLBROCK, 2019b; GELMI et al., 2022; HUANG et
al., 2021), agindo na transicao fenotipica (RAMBOW; MARINE; GODING, 2019b). Os baixos
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niveis de MITF sdo uma condi¢do necessaria para a invasdo do melanoma, mas nao suficiente
(GODING; ARNHEITER, 2019), sendo necessaria a modulagdo de outras proteinas relacionas
a EMT agindo para alteragdo do perfil fenotipico. O MITF também foi relacionado com a
resposta celular a ROS em um estudo de tratamento por berberina, a qual mostrou um efeito
protetivo ao estresse oxidativo pela ativagao da via de MITF em melandcitos (JIANG et al.,
2019). Dessa forma identificamos a geracdo de ROS nas linhagens de melanoma infectadas
com sequéncias de shRNA PRDX2, responsivas ao H»O;, com a linhagem PRDX2-3
apresentando a maior expressao de ROS e a menor expressao de MITF. Além disso, o alto nivel
de H202 em células com baixa expressao de PRDX2 foi demonstrado previamente, uma vez
que a PRDX2 ¢ uma enzima antioxidante que regula o nivel intracelular de H,O> em células de
melanoma e células de tumor gastrico(HONG et al., 2018; LEE et al., 2013), confirmando
nossos dados.

Como método de validagdo de nossos resultados em 2D, utilizamos a pele humana
reconstruida (PHR) por mimetizar a constru¢do da pele humana in vitro. Os modelos
tridimensionais (3D) da PHR imitam a anatomia da pele humana e servem como modelo para
a formacgao de melanoma com interagao das células da pele. A PHR com melanoma preenche a
lacuna entre a simplicidade do modelo 2D convencional de cultura de células e a complexidade
de modelos em animais (BROHEM et al., 2011; LEIKEIM et al., 2022). O modelo de pele in
vitro permite também verificar o comportamento das células de melanoma em seu
microambiente original, com a formagdo de nichos na pele pela proliferagdao das células e/ou
sitios de invasao na jun¢do epidérmica-dérmica pela quebra de componentes na membrana
basal, sendo uma importante ferramenta para avaliagdo da progressao do melanoma (HILL et
al., 2015).

O melanoma SK-MEL-173 apresenta altas taxas de proliferacdo celular. Por isso, a
proporcao de melanoma na pele cresceu, sobrepondo a epiderme. As linhagens com menor
expressdo de PRDX2 (PRDX2-3 e SKMEL-147) apresentaram sitios de invasdo em PHR,
confirmando nossos dados em 2D. Isso demonstra que a diminuicdo da expressdo de PRDX2
por shRNA ou auséncia basal foram capazes de aumentar a capacidade invasiva das células de
melanoma NRAS mutante, modulando seu perfil fenotipico em PHR.

Nossos dados indicam um potencial metastatico em melanoma NRAS mutante com
baixa expressdo de PRDX2, corroborando com estudo in vitro que mostraram uma regulagao
negativa do gene PRDX2 em melanomas metastaticos em relagdo aos melanomas primarios
(CARTA et al., 2005), estudo in silico com diminuicdo de PRDX2 em melanoma metastatico

em relacdo ao nevo displasico (CARVALHO et al., 2022), além de estudo in vivo pelo aumento
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da invasdo e metastase para pulmdes de camundongos pelo knockdown de PRDX2 em

melanoma BRAF (LEE et al., 2013).

Correlagao de genes pro-tumorais com expressdo de PRDX2

O processo invasivo verificado nas linhagens estudadas ocorre por alteragdes em genes
de progressédo do melanoma. Portanto, verificamos a expressao génica comparando as linhagens
entre si. Demonstramos uma diminuigdo de PRDX2 na linhagem PRDX2-3 e auséncia total na
SKMEL-147, confirmando os resultados de expressdo proteica. A TXN estad inversamente
correlacionada com PRDX2. Nossos resultados sugerem que a perda da atividade antioxidante
de PRDX2 na linhagem SKMEL-147 pode gerar uma resposta adaptativa com a elevacdo da
TXN para homeostase redox.

MITF e SOX10 sdo coexpressos com PRDX2, enquanto AXL nao foi expresso com
PRDX2. Estudos correlacionaram anteriormente a expressao de MITF e AXL inversamente
proporcionais, sendo a relagao baixo MITF/alto AXL associada com maior potencial invasivo,
j& visto em nossos resultados anteriores. SOX10 também participa no desenvolvimento dos
melandcitos e células da crista neural, podendo transativar diretamente o promotor de MITF.
Sendo assim, MITF e SOX10 foram identificados como marcadores de proliferagio (MULLER
et al., 2014; WESSELY et al., 2021).

FNI, o gene da proteina fibronectina, foi expresso negativamente com PRDX2. Este ¢
um componente da matriz extracelular que ja foi reportado como promotor da progressao
tumoral, expresso em nichos metastaticos de células de melanoma em pulmao e identificado
por modular a via Wnt/B-catenina (SPADA et al., 2021).

Houve uma correlagdo inversa de SNAII com SNAI2, sendo PRDX2 correlacionado
negativamente com SNA//, de fen6tipo mesenquimal, e positivamente com SNA/2, de fenotipo
epitelial. A familia de proteinas Snail foram bem estudadas devido ao seu processo na EMT e
divididas em proteinas Snail (gene SNAII- Repressores transcricionais da familia Snail 1) e
Slug (gene SNAI2- Repressores transcricionais da familia Snail 2). Snail € expresso por células
mesenquimais, regulado positivamente na EMT, enquanto Slug ¢ expresso por células epiteliais.
Dados de RNAm mostraram que Snail pode reprimir a expressdo de Slug (SNAI2)
(STERNECK; PORIA; BALAMURUGAN, 2020; SUNDARARAJAN et al, 2019),
concordando com nossos dados.

A correlagdo positiva de SNAII e SMAD3 ocorre pela ativacdo de SNAII pelo SMAD3

atuando no fator transcricional na EMT e inibindo a expressdo de E-caderina mediado por
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SNAII (DU et al., 2018). A PRDX2, por sua vez, teve uma correlagdo positiva com SMAD? e
negativa com SMAD3, associada com perfil anti-invasivo. A perda de SMAD?2 foi associada a
desdiferenciacdo, perda de E-caderina e ativacao de Snail (HOOT et al., 2008).

As andlises in silico correlacionaram PRDX2 com marcadores diferencialmente
expressos na coorte de melanoma com mutagdo em NRAS. ROS! e AXINI tiveram uma
correlacdo positiva com PRDX2, ambos relacionados com perfil proliferativo. ROS1 ¢ um
receptor tirosina quinase envolvido em diversos canceres. Sua ativacdo controla proliferagao,
diferenciacdo e crescimento celular (SHAW et al., 2014), enquanto AXINTI regula a via Wnt/
B-catenina (BIECHELE et al., 2012).

A PRDX2 teve uma correlagdo positiva com KRTI8 e negativa com CSNKIAI,
relacionado com um perfil menos invasivo. A diminui¢do da queratina 18 (KRT18) ja foi
associada com a EMT pelo aumento de migragao e invasdao em células epiteliais de cancer, pois
as queratinas formam filamentos do citoesqueleto, impactando a arquitetura celular (FORTIER;
ASSELIN; CADRIN, 2013). O CSNKI1A41 também tem papel no citoesqueleto e mobilidade
celular, e a maior expressao desse gene esta relacionada a metastase, sendo este um marcador
de malignidade negativamente correlacionado com a [B-catenina (SUN et al., 2011). As
expressoes de AXL, NRAS e FNI foram negativamente correlacionadas com PRDX2, em
concordancia com nossos dados in vitro.

Dentre os genes correlacionados in silico em uma coorte total de tumores de melanoma
primario, destacamos 0s principais e mais correlacionados com PRDX2:

ZEB2 (Zinc finger E-box binding homeobox 2) mostrou uma correlagdo negativa com
PRDX2, sendo um regulador transcricional de ligagdo ao DNA que dimeriza o E-box em
diferentes promotores, tal como promotor de E-caderina, que regula negativamente a ela e a
outros genes epiteliais, sendo um indutor da EMT. ZEB2 esta mais expresso em invasdes
metastaticas e esta associado com o grau de malignidade (FARDI et al, 2019;
SATHYANARAYANAN; CHANDRASEKARAN; KARUNAGARAN, 2017).

STAT3 (Transdutor de sinal e ativador da transcri¢cdo 3) mostrou uma correlacao positiva
com PRDX2, pois a PRDX2 regula a atividade transcricional mediada por STAT3 via redox,
visto que a PRDX2 transfere equivalentes oxidativos para o STAT3 (SOBOTTA et al., 2015).

CTNNB1 e CDH1 foram correlacionados positivamente com PRDX2 e sdo 0s genes que
codificam respectivamente a B-catenina e a E-caderina. Essas proteinas sdo consideradas
supressores tumorais de invasdo e metastase por atuarem na formagdo de complexos de

membrana em juncgdes aderentes.
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PRDX2 esta expressa em melanoma de pacientes com melhor prognéstico e maior sobrevida

Os dados de correlagéo in silico de tumores NRAS mostraram que o gene NRAS foi
inversamente correlacionado com PRDX2, ou seja: tumores de melanoma NRAS mutante
podem expressar menos PRDX2. Isso esta de acordo com o grafico mostrando que a expressdo
de PRDX2 foi menor em melanoma NRAS mutante em comparagdo ao melanoma BRAF,
sugerindo que a regulacdo de PRDX2 possa ser diferente nessas duas subpopulagdes de
melanomas.

Apos a avaliacdo da expressdo de PRDX2 em modelos 2D e 3D, buscamos verificar e
prospectar o potencial desse alvo para o dmbito clinico. Analises in silico de uma coorte de
pacientes com melanoma primario foram correlacionadas com variaveis clinicas. A relagdo da
espessura de Breslow e estadiamento foi inversa em relacdo a expressdao de PRDX2, o que
significa que tumores com maior grau de malignidade clinica (espessura de Breslow e
estadiamento) apresentaram menor expressédo de PRDX2, relacionada a um pior prognostico.
O aumento da espessura de Breslow esta relacionado a diminuicdo na taxa de sobrevivéncia
dos pacientes (EL SHAROUNI et al., 2022), e o estadiamento demonstra a quantidade e
disseminacgéo do cancer no corpo do paciente (SCOLYER et al., 2020). A analise de sobrevida
de pacientes com tumores de melanoma primario demonstrou que tumores com expressao de
PRDX2 tiveram uma sobrevida maior em relacdo aos de menor expressao.

Todos esses fatores clinicos correlacionam a presenca de PRDX2 como um fator
positivo para o progndstico, e um possivel biomarcador. Estudo em osteosarcoma ja propde o
uso de PRDX2 como biomarcador preditivo de resposta a quimioterapia com alta sensibilidade
e especificidade para predicao de resposta ao tratamento, podendo ser avaliada em amostras de
bidpsias e aplicacdes clinicas de PRDX2 em pacientes com osteosarcoma sem requerer exames
adicionais invasivos (KUBOTA et al., 2013). A PRDX2 ja foi identificada também como
biomarcador de estresse oxidativo nas membranas de hemacias humanas em banco de sangue
(RINALDUCCI et al., 2011), sendo assim, podemos prospectar o uso da PRDX2 como um
biomarcador para tumores de melanomas metastaticos utilizando métodos ndo invasivos de
deteccdo como sua dosagem pela corrente sanguinea.

Embora ndo tenhamos feito analises in vivo, nossos dados corroboraram os dados ja
vistos em trabalhos utilizando melanoma BRAF com modelos de camundongos. Além disso,
verificamos a relagdo in silico utilizando dados de pacientes, com melanoma primario sendo
muito importante para prospectar esse alvo em um ambito clinico. Ademais, ndo foi possivel

realizar a reexpressao de PRDX2 por Crispr/Cas9 nessas linhagens devido ao seu alto custo.
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Porém, nossos dados de inibicdo de PRDX2 e dados basais com alta e baixa expressdo de
PRDX2 podem nos dar um forte indicativo dessas relacfes. Apesar dessas limitacdes, esse
trabalho trouxe contribuicGes significativas na discussdo da PRDX2 como alvo e biomarcador
para melanoma metastatico, principalmente aqueles com mutacdo em NRAS.

CONCLUSAO

Nossos dados nos permitem afirmar que a PRDX2 modula a troca fenotipica em melanoma
com mutacdo em NRAS. Essa afirmacao tem como base a alteragdo da expressao de MITF e a
diminuicdo do potencial invasivo pela alteracdo de diversos genes (SOX10, FN1, SNAII,
SNAI2, SMAD2 e SMAD3) e proteinas (B-catenina, N-caderina, Snail) relacionados com a
EMT. A compreensao desses mecanismos de troca fenotipica pode ajudar a desenvolver terapias
mais eficazes para combater a progressdao do melanoma. Pode-se discutir aqui seu possivel
papel como biomarcador de metastases, associado ao progndstico do paciente, ou mesmo como
um alvo terapéutico, utilizando um tratamento que restaure a expressaio de PRDX2.
Detalhadamente, obtivemos que:

e As linhagens de melanoma com mutacdo em NRAS possuem diferentes niveis basais
de expressdo de PRDX2: a SKMEL-147, com baixa expresséo, se relaciona com perfil
invasivo, enquanto aa SKMEL-173, com alta expressdo, se relaciona com perfil
proliferativo. A PRDX2 altera o perfil fenotipico em linhagens de melanoma NRAS

mutante pela modulacéo de diversos marcadores EMT.

e A gliotoxina tem um potencial terapéutico como mimético de PRDX2 em linhagens de
melanoma NRAS mutante, com reducdo na capacidade proliferativa e migratéria das

células.

e O silenciamento génico de PRDX2 por shRNA na linhagem SKMEL-173 naive
apresentou uma diminuicao génica e proteica especifica para PRDX2, a qual aumentou

a capacidade invasiva dessas células de melanoma silenciadas.

e Aexpressdo de PRDX2 foi associada negativamente com diversos marcadores de EMT
que regulam invasdo e metastase, com importante diminuicdo de MITF (fator de
transcricdo melanocitica) atuando na troca fenotipica e aumento de invaséo, tanto no
melanoma SKMEL-147 quanto em melanoma infectadas com sequéncias de shRNA
PRDX2.
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A validacdo em modelos de PHR demostrou que a perda da expressdo de PRDX2

aumentou os sitios de invasao na derme, confirmando os dados em 2D.

Dados in silico da coorte estudada com melanomas primarios mostraram que a
expressao de PRDX2 representa um melhor prognostico, correlacionado com a maior

sobrevida.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Verificar a regulacdo epigenética da expressao de PRDX2 nas linhagens de melanoma
NRAS mutante, identificando os sitios de metilacbes nas ilhas CpG de sua regido
promotora.

Avaliar o potencial da terapia epigenética com 5-aza-2’-deoxicitidina na linhagem com
melanoma NRAS mutante, na possibilidade de reversdo da hipermetilacdo e
consequente reexpressao de PRDX2, com possivel acdo em sua capacidade invasiva

e/ou proliferativa.

Utilizar um mibidor farmacologico de PRDX2, Conoidina A (Sigma-Aldrich®), na linhagem
com melanoma NRAS mutante, verificar a acd0 em sua capacidade invasiva e/ou

proliferativa.

Modelos in vivo para verificar o potencial metastatico em modelos mais complexos de melanoma

NRAS mutante com inibicdo de PRDX2.

Edicdo génica para maior expressao/reexpressdo da PRDX2 em linhagens de melanoma NRAS

mutante.
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