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RESUMO

A incidéncia do melanoma vem crescendo nos ultimos anos devido ao aumento da
expectativa de vida e da maior exposi¢do aos raios ultravioleta. O melanoma é um
cancer extremamente agressivo, apresentando alta taxa de metastases e
consequentemente grande mortalidade. O diagnostico tardio, a caréncia de
marcadores tumorais e a ineficiéncia das terapias disponiveis sdo os principais fatores
associados a alta letalidade. Um dos mecanismos associados a melanomagénese é
o desbalanco redox da célula, com aumento de espécies reativas de oxigénio (EROSs)
e alteracdo da concentracdo de oxido nitrico (NO), levando a formacdo de um
ambiente pr6-oxidante. Uma das fontes de EROs € a enzima sintase de 0xido nitrico
(NOS) disfuncional. EROs e NO ativam vias de sinalizacdo que levam a sobrevivéncia
celular, aumento da proliferacdo e resisténcia a apoptose, contribuindo para o
desenvolvimento do tumor. A atividade da NOS em células endoteliais € regulada por
mecanismos integrados, entre eles a biodisponibilidade do cofator tetrahidrobiopterina
(BH4). Dados do nosso grupo mostraram que a disfungéo da sintase de éxido nitrico
devido a diminuicdo da concentracdo intracelular de BH4 contribui para a
sobrevivéncia do melanoma metastatico, porém outros grupos demonstraram que em
outros canceres, é o aumento da quantidade de BH4 que favorece a carcinogénese.
Baseando-se nessas informacgdes, o objetivo desse trabalho foi avaliar em diferentes
fases da progressdo do melanoma, a contribuicio da BH4 no processo de
carcinogénese. O aumento da expressao da enzima limitante na sintese de BH4, a
GTPCHI, foi observada em todas as linhagens de melanoma em relacdo ao
melandcito, porém a quantidade de BH4 so esté elevada na linhagem de melanoma
metastatico Wm983, enquanto na linhagem de melanoma de crescimento radial
Wm1552 foi observado reducao de BH4. O tratamento das células Wm1552 com BH4
reduziu a viabilidade celular, a capacidade clonogénica, o crescimento em 3D e a
resisténcia ao vemurafenibe, enquanto o DAHP, inibidor da GTPCHI, diminuiu a
viabilidade e a capacidade clonogénica das células Wm983, sugerindo que o cofator

BH4 contribua de maneira diferencial ao longo do desenvolvimento do melanoma.



ABSTRACT

The incidence of melanoma has been increasing in recent years due to increased life
expectancy and exposure to ultraviolet rays. Melanoma is an extremely aggressive
cancer, associated with metastases development and consequently high mortality. The
Late diagnosis, lack of tumor markers and the inefficiency of available therapies are
the main factors contributing to high lethality. One of the mechanisms associated with
melanomagenesis is the redox imbalance, with an increase in reactive oxygen species
(ROS) and alteration of nitric oxide (NO) concentration, leading to the formation of a
pro-oxidant environment. One of the sources of ROS is the dysfunctional nitric oxide
synthase (NOS). EROs and NO activate signaling pathways that lead to cell survival,
increased proliferation and resistance to apoptosis, contributing to tumor development.
The activity of NOS in endothelial cells is regulated by integrated mechanisms,
including tetrahydrobiopterin cofactor (BH4) bioavailability. Data from our group
showed that dysfunction of NOS due to the decrease in BH4 amount improved survival
of metastatic melanoma cells, however data from literature have shown that depending
of cancer type, it is the increase in BH4 that favors carcinogenesis. Based on this
information, the objective of this study was to evaluate the contribution of BH4 at
different stages of melanoma progression. Increased expression of the rate-limiting
enzyme in BH4 synthesis, GTPCHI, was observed in all melanoma cell lines in relation
to melanocytes, however the amount of BH4 is only elevated in Wm983 metastatic
melanoma lineage, while in Wm1552 radial melanoma growth cells, BH4 reduction was
observed. The treatment of Wm1552 cells with BH4 reduced cell viability, clonogenic
capacity and resistance to vemurafenib, while DAHP, a GTPCHL1 inhibitor, decreased
viability and clonogenic capacity of Wm983 cells, suggesting that BH4 have a dual
role, acting as a tumor-suppressive or a pro-oncogenic molecule throughout melanoma

development.



1 INTRODUCAO

A incidéncia mundial de varios canceres tem aumentado nas ultimas décadas,
tornando-se um problema de saude publica mundial. O aumento da incidéncia é
principalmente devido ao aumento da média de expectativa de vida da populacédo. De
acordo com as estimativas mundiais da plataforma Globocan 2018, da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Céancer, da Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS), a
previsdo em 2018 foi de aproximadamente 18 milhdes de casos novos de cancer e
um total de 9 milhdes de mortes, em todo o mundo. A estimativa para o Brasil, aponta
a ocorréncia de cerca de 625 mil novos casos de cancer para cada ano do triénio
2020-2022, reforcando a magnitude do problema no pais. As terapias correntes
utilizam majoritariamente combina¢des de processos cirlrgicos e intervencdes de
radio e/ou quimioterapia, que apresentam baixa efetividade em tumores primarios em
fases mais avancadas e que geralmente ndo sao efetivas no combate a disseminacéo
metastatica. Apesar do avanco do conhecimento da biologia do melanoma e o
desenvolvimento de terapias-alvo e da imunoterapia, o0 desenvolvimento de
guimioresisténcia ainda é responsavel pela alta mortalidade dos pacientes. Portanto,
0 estudo das bases celulares e moleculares da progressao tumoral € de extrema
importancia para o desenvolvimento de novas abordagens diagndsticas e

terapéuticas.
Melanoma

No Brasil, o cancer de pele representa 30% dos casos de cancer, o que o torna
o tipo de cancer mais prevalente no pais, com estimativa de 185.390 novos casos em
2020, segundo o INCA. O céancer de pele contém varios subtipos, destacando-se o

carcinoma basocelular, carcinoma de células escamosas e o0 melanoma.

O melanoma cutaneo é o cancer de pele que tem origem nos melanécitos, que
sdo células produtoras de melanina. A maioria dos melandécitos esta presente na
camada basal da pele, mas eles podem ser encontrados na mucosa epitelial, nas
meninges e nos olhos. A principal funcdo dos melandcitos, na pele, é a producao de
melanina, pigmento cujo papel é a protecdo contra os raios ultravioletas (UV) (Cabrera
et al., 2018). O melanoma é a minoria dos tumores malignos de pele, representando
3% dos canceres de pele (INCA, 2018) e em casos de diagndsticos precoces, tém
bom prognoéstico, sendo indicada a abordagem cirargica, segundo o INCA. Contudo,



o melanoma é o tipo de cancer de pele mais grave por sua alta capacidade de
metéstase e alta mortalidade nos casos metastaticos. Os fatores de risco para o
desenvolvimento do melanoma séo o tipo de pele, a presenca de nevos displasicos,
o historico familiar de melanoma e os fenétipos com a coloragéo da pele, do cabelo e
dos olhos claros e a exposicao a luz UV (Markovic et al., 2007; Lo et al., 2014). A
incidéncia do melanoma vem aumentando nos ultimos anos devido ao aumento da
expectativa de vida e maior exposi¢cdo a radiacdo UV (Rastrelli et al., 2014). Entre
2002 e 2006, o aumento da incidéncia foi dramatico, sendo de 33% em homens e 23%
em mulheres (Coit et al., 2016). No mundo, ocorreram 287.723 novos casos de
melanoma que ocasionaram 60.712 mortes em 2018. No Brasil, ocorreram em 2015,
1.012 6bitos por melanoma em homens e 782 em mulheres (Brasil, 2017).

O diagnostico clinico do melanoma se faz através da anamnese, exame fisico,
e exames auxiliares, em especial da dermatoscopia para obter melhor visualizacédo da
lesdo. Na suspeita de melanoma, recomenda-se bidpsia excisional (se possivel) e
exame anatomopatolégico para confirmagcdo diagnostica (Fernandes et al., 2005;
Rigel et al., 2010). O melanoma extensivo superficial possui crescimento radial
prolongado, estando confinado a epiderme ou derme superficial durante esse periodo,
sendo considerado um melanoma de crescimento radial. Logo, o diagndstico nessa
fase é crucial para que a intervencdo seja curativa e minimamente invasiva com
consequente reducdo da mortalidade (Maia e Basso, 2006). Durante o exame
anatomopatoldgico, é realizado o microestadiamento com diversos parametros
recomendados pelo Grupo Brasileiro de Melanoma e pela Sociedade Brasileira de
Patologia, dos quais o indice de Breslow tem o maior impacto na predicdo de
sobrevida, avaliando a espessura em milimetros da neoplasia. Medem-se apenas 0s
melanomas invasores (melanoma de crescimento vertical), sendo estadiados pela
AJCC 2017 em quatro grupos: até 1 mm, de 1,01 a2 mm, de 2,01 a 4 mm e acima de
4 mm (Gershenwald et al., 2018). Quanto maior for a espessura, maiores seréo as
chances de metastase (de Braud et al., 2003) (Figura 1). Segundo a AJCC 2017,
ainda, a ulceragédo é fator independente como indicador de pior desfecho. Embora o
indice mitético seja fator prognéstico importante e necessario para o laudo
anatomopatologico, néo foi incluido como parametro utilizado no estadiamento dos

melanomas nesta versédo da AJCC (Gershenwald et al., 2018).
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FIGURA 1. Etapas relacionadas a progressao do melanoma. (A) Pele normal, com
melandcitos distribuidos junto a lamina basal da epiderme. (B) Proliferacdo benigna
dos melandcitos, que se organizam em ninhos uniformes, formando o nevo. (C)
Melanoma in situ ou de crescimento radial (RGP), melanécitos transformados se
limitam a epiderme. (D) Melanoma de crescimento vertical (VGP), as células de
melanoma atingem a derme. (E) Melanoma metastatico, células tumorais caem na
circulacao para atingir outros 6rgaos e formar metastases. As alteracfes genéticas e
epigenéticas ja descritas e importantes para a progressdao do melanoma estéao

mostradas na figura. Figura adaptada de Zaid et al., 2008.

No melanoma cutéaneo ja foram descritas alteragfes genéticas e epigenéticas
em indmeros genes supressores de tumor e oncogenes, as quais levam a
desregulacéo de vias de sinalizacdo que controlam processos biologicos essenciais
para a manutencdo da homeostase celular, causando o descontrole da proliferacéo
celular, resisténcia a morte celular, reprogramacéo metabolica, capacidade de migrar

e invadir outros tecidos e uma crescente instabilidade genbémica (Hanahan e



Weinberg, 2011). Mais recentemente foi estabelecida uma classificacdo genémica do
melanoma cutadneo em quatro tipos baseando-se nas mutacdes mais prevalentes e
gue direcionam o seu desenvolvimento (driver mutations): mutantes BRAF, mutantes
RAS, mutantes NF1 e triplo selvagem (Cancer Genome Atlas Network, 2015).
Melanomas com BRAF ndo mutado, normalmente apresentam muta¢cdes oncogénicas
em algum gene que esta upstream na via de MAPK, entre eles NRAS, KIT, GNAQ ou
GNA11 (Hodis et al., 2012; Flaherty et al., 2012). No subtipo triplo selvagem analises
integrativas identificaram mutacdes no gene KIT e complexos rearranjos estruturais
(Cancer Genome Atlas Network, 2015). A presenca de mutacdes em V600E BRAF
(presente em aproximadamente 50% dos melanomas) predizem a eficiéncia clinica
de inibidores de RAF como o vemurafenibe, mutacdes que levam a ativacdo de KIT
predizem resposta a inibidores de tirosino-quinases como o imatinibe, nilotinibe e
dasatinibe, enquanto que melanomas que contém mutacées em NRAS podem ter
sensibilidade a inibidores de MEK como trametinibe e cobimetinibe (Flaherty et al.,
2012; Montor et al., 2018). Outras mutacdes que podem configurar estratégias
terapéuticas sédo inativacdes do gene CDNK2A, gue codifica o inibidor do ciclo celular
p16NK4A: amplificacdes ou mutacées em MITF, resultando na desregulacédo da
apoptose e a inativacdo de PTEN, levando a ativacado da via de PI3K/AKT (Chin et al.,
2006; Flaherty et al., 2012). Uma analise mais recente do exoma de amostras de
melanoma revelou cinco novos genes candidatos a genes “drivers” do
desenvolvimento do melanoma, sendo PPP6C (inibidor do ciclo celular e mitose),
RAC1 (membro da familia Rho GTPases), SNX31 (possivel efetor de RAS), TACC1
(ativacao de RAS e PI3K) e STK19 (sem fungéo conhecida), sendo que RAC1, PPP6C

e STK19 sao alvos potenciais para terapias alvo (Hodis et al., 2012).

Apesar da terapia alvo ter revolucionado o tratamento do melanoma com o uso
dos inibidores de BRAF mutado e da combinacéo de inibidores de BRAF e MEK,
aproximadamente 100% dos pacientes exibiram progressao da doenca apds sete
meses do fim do tratamento devido a aquisi¢cdo de resisténcia (Montor et al., 2018).
Na maioria dos casos, 0 uso da imunoterapia teve impacto positivo no tempo de
sobrevida e na sobrevida livre de recidiva. No entanto, esses periodos ainda sdo
relativamente curtos (Trojaniello et al., 2021). Portanto, tanto a identificagéo de novos
farmacos para o tratamento de neoplasias e a caracterizacdo de moléculas

relacionadas com a transformacéo maligna e com etapas da progressao tumoral e 0



seu estabelecimento como marcadores tumorais sdo de grande interesse e estao sob

constante investigacao.

A exposicao a luz UV esta associada a instalagdo de um processo inflamatorio
e ao aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais contribuem para a
aquisicao do fenotipo maligno. O aumento de EROs altera a homeostasia redox
celular e contribui para a carcinogénese através da desregulacdo de diferentes vias
de sinalizacdo, causando descontrole da proliferagdo celular, resisténcia a morte
celular, reprogramacédo metabolica e uma crescente instabilidade genémica devido a
alteracdes genéticas e epigenéticas (Melo et al., 2013; Holmstrom et al., 2014, Lakhter
et al., 2014; Hseu et al., 2016). Entre as vias de transducédo de sinal reguladas estéo
RAS/RAF/MEK/ERK e PI3K/AKT que como descritas acima, estdo associadas ao

desenvolvimento do melanoma.
Espécies reativas de oxigénio

EROs sao moléculas formadas a partir da reducdo parcial do oxigénio,
formando moléculas reativas como o anion superoxido (O2*"), o radical hidroxil (OH-)
e 0 peréxido de hidrogénio (H20z2). InUmeros estudos mostram que EROs podem ser
benéficas ou deletérias para as células, o que estad relacionado ao tipo celular
envolvido, das espécies reativas geradas e sua concentracao, e do perfil protedmico
dessas células, incluindo a presenca de sistemas antioxidantes. EROs sao
constantemente geradas como consequéncia do metabolismo aerébico celular e em
baixas concentracdes, regulam inUmeros processos hioldgicos através da modulacéo
de vias de transducéo de sinal e da expressao génica (Madreiter-Sokolowski et al.,
2020) Ja o acumulo de EROs no interior da célula, devido ao aumento da sua
producéo ou pela diminuicdo da capacidade antioxidante celular, leva ao desbalanco
redox da célula, superativando vias de sinalizacdo proliferativas e de sobrevivéncia, e
inibindo vias apoptoticas, contribuindo, dessa maneira, para a transformagédo maligna
e progressao tumoral. No entanto, o aumento exacerbado de EROs pode levar ao
estresse oxidativo e a morte celular devido ao dano irreversivel em proteinas, lipideos
e acidos nucleicos. Em células tumorais, 0 estresse oxidativo desencadeia uma
resposta redox adaptativa mantendo os niveis de EROs suficientes para promover a
carcinogénese, porém abaixo dos niveis téxicos (Trachootham et al., 2009; Fukai et

al., 2020). O aumento de EROs ja foi relatado em diferentes canceres, entre eles,
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melanomas, gliobastomas, leucemias, carcinoma gastrico, de prostata, de mama e de
cOlon (Melo et al., 2011; Becuwe et al., 2014; Liu et al., 2020).

Os trabalhos na area demonstram que as principais fontes de O2*"em tumores
sdo a mitocondria disfuncional e a enzima NADPH oxidase, que tem sua expressao
e/ou atividade aumentadas (Cai et al., 2015; Prasad et al., 2016; Meitzler et al., 2017;
Chong et al., 2019). Estudos demonstraram que as células de melanoma apresentam
atividade mitocondrial disfuncional devido ao aumento da fosforilacdo oxidativa ap6s
a inibicdo de BRAF, levando ao aumento da concentragéo de EROs (Haq et al., 2013;
Delgado-Goni et al., 2016;). O aumento da atividade de Rac, subunidade da NADPH
oxidase que € ativada por RAS, € um dos mecanismos que estdo associados ao
aumento da atividade da enzima em melanomas (Melo et al., 2013). Em outro trabalho
foi demonstrado aumento da expressdo da subunidade catalitica Nox5 e que sua
inibicdo causou diminuicao da atividade de AKT e da fosforilacdo de GSK33, levando
a reducéo da proliferacdo (Anthony et al., 2017). Foi mostrado que a sintase de 6xido
nitrico (NOS) disfuncional também pode ser fonte de O2*"em melanomas murinos
(Campos et al., 2007; Melo et al., 2011) e que esta associada a transformacéo maligna
de melandcitos. No melanoma metastatico humano mostramos que a disfuncao da
NOS esté associada ao aumento da proliferacdo e resisténcia & apoptose (Goncgalves
et al., 2019).

Sintase de 6xido nitrico

A NOS é uma oxidoredutase homodimérica que catalisa a producédo de 6xido
nitrico (NO) a partir da L-arginina e do oxigénio molecular. O dominio redutase da
NOS possui homologia com a enzima citocromo P450, gerando elétrons que fluem a
partir do NADPH através dos dominios flavinas dinucleotideo de flavina e adenina
(FAD) e mononucleotideo de flavina (FMN), sendo, em seguida, transferidos para o
grupamento heme do dominio oxidase do outro mondémero, onde ocorre a oxidagao
da L-arginina. J& foram descritas trés isoformas da NOS: a endotelial (eNOS ou NOS3)
primeiramente descrita em células endoteliais, a neuronal (nNOS ou NOS1), descrita
pela primeira vez em neurdnios e a indutivel (iNOS ou NOS2), observada pela primeira
vez em macrofagos. Ao longo dos anos, as trés isoformas das NOSs foram descritas
em diferentes tipos celulares, inclusive em diferentes neoplasias. O NO é um radical
livre gasoso altamente reativo que difunde facilmente dentro e entre as células, agindo

como mensageiro na comunicacédo intra e intercelular. Promove modificacbes pos-



traducionais como a nitrosilacéo e a nitracdo em diferentes proteinas, modulando a
atividade de iniUmeras vias de sinaliza¢édo e regulando vérios processos fisioldgicos e
fisiopatolégicos, entre eles, funcgdes vasculares (angiogénese, permeabilidade
vascular, fluxo sanguineo e agregacdo plaquetaria), funcdes neuroldgicas
(neurotransmissao e desenvolvimento do sistema nervoso), imunidade e inflamacgéo
(Fukumura et al., 2006; Khaloo et al., 2020; Wang et al., 2020; Wu et al., 2020). Em
relacdo ao cancer, ja foi descrito que o NO desempenha papel antagonico,
promovendo ou inibindo a progressao tumoral e o desenvolvimento de metastases, o0
gue parece estar relacionado ao nicho intracelular onde o NO € produzido, ou seja, a
localizagdo da NOS, a concentracédo e a duracdo da exposicao, ao tipo celular e a
reatividade com outras espécies reativas (Gantner et al., 2020; Al-Koussa et al., 2020).
Da mesma maneira que ocorre com o acumulo de EROs, a superproducao de NO leva
ao estresse nitrosativo, desencadeando a apoptose e autofagia (Mijatovic et al., 2020).
Em células de melanoma foi demonstrado que a producdo de NO enddgena esta
associada a resisténcia a cisplatina, pois o NO promove a nitrosilacéo da caspase-3
e da prolil-2-hidroxilase, o que por sua vez, leva a inibicdo da apoptose (Godoy et al.,
2012), enquanto a deplecdo do NO induz a morte celular de maneira p53 dependente
(Tang et al., 2004). No entanto, foi demostrado que compostos que levam ao aumento
de EROs e NO, causando estresse nitrosativo, desencadeiam a apoptose caspase
dependente em células de melanoma (Briine et al., 2005; Yang et al., 2007; Gorska
et al., 2015; Sun et al., 2016; Kamm et al., 2019)

A atividade da NOS é regulada por mecanismos integrados, entre eles a
presenca dos cofatores tetrahidrobiopterina (BH4), FAD, FMN e o grupo heme,
ativacdo pelo complexo calcio-calmodulina; fosforilacdo de residuos de serina e
treonina e a interagcdo com outras proteinas, entre elas a caveolina-1 (Fleming et al.,
2003; Tran et al., 2016).

Tetrahidrobiopterina

A BH4 é uma pterina, ou seja, € composta de 2 anéis heterociclicos que formam
a pteridina, cada um com 2 atomos de nitrogénio, sendo aquele que tem o atomo de
nitrogénio nas posi¢oes 1 e 3, chamado de anel pirimidina e o que apresenta o atomo
de nitrogénio nas posicoes 1 e 4, uma pirazina (Werner et al., 2011). Foi primeiramente
descrita como cofator da enzima fenilalanina hidrolase, metabolizando a fenilalanina

em tirosina. Depois foi descrita como sendo cofator de outras 2 hidrolases de



aminoacidos aromaticos de mamiferos como a tirosina hidrolase e triptofano hidrolase,
sendo importante na sintese de neurotransmissores como a epinefrina, L-DOPA e
serotonina. Somente no inicio da década de 1990 que a BH4 foi descrita como cofator
das NOSs (Channon et al., 2012; Kim et al., 2020).

A biodisponibilidade da BH4 é um aspecto critico na funcdo da NOS. A BH4
liga-se intimamente ao sitio ativo heme na interface entre os dois mondémeros,
interagindo com residuos de aminoacidos em ambos e exercendo papel essencial na
oxidacdo da arginina, através da formacdo do intermediario N-hidroxi-L-arginina e
subsequente geracdo de NO. A BH4 também promove a dimerizacdo da NOS e
aumenta a estabilidade da enzima e a afinidade do substrato L-arginina (Milstien et
al., 1999; revisado por Werner et al., 2011). A BH4 é oxidada espontaneamente por
EROs e principalmente pelo peroxinitrito, formando fisiologicamente a BH2
(dihidrobiopterina), o qual possui a mesma afinidade pelo mesmo sitio de ligacédo na
NOS, sendo capaz de competir e deslocar a BH4, porém nao funcionando como
cofator enzimético. A diminui¢édo da biodisponibilidade de BH4 ou o estresse oxidativo,
elevando EROs, alteram a razdo BH4:BH2, levando ao desacoplamento da NOS,
resultante da desestabilizacdo do dimero e perda da atividade enzimética. Este estado
é referido como desacoplamento porque a oxidacdo do NADPH e a reducédo do Oz
estdo desacopladas da hidroxilagdo da arginina e formacéo do NO. No entanto, a
transferéncia de elétrons do NADPH através dos dominios flavinas para o oxigénio
molecular néo € inibida, resultando na geracéo do Oz*"e do H202 (Figura 2) (Faria et
al., 2012; Bendall et al., 2014).
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FIGURA 2. Estrutura e funcionamento da sintase de 6xido nitrico. O NO e o
subproduto L-citrulina (L-Cit) sdo sintetizados pelas NOSs a partir da L-arginina (L-
Arg) e do oxigénio molecular. Apds estimulo, a concentracdo intracelular de calcio
aumenta, o qual se associa a calmodulina, formando o complexo calcio-calmodulina
(CaM) nas NOS constitutivas. No dominio redutase (azul), os elétrons sé&o
transportados a partir do NADPH para os cofatores mononucleotideo de flavina (FMN)
e dinucleotideo de flavina e adenina (FAD) até o grupo prostético heme no dominio
oxigenase (roxo) do outro mondmero onde esta o sitio ativo e o cofator BH4 se liga. A
BH4 interage com residuos de aminoacidos presentes nos dois monémeros da NOS,
promovendo a estabilizacdo do dimero e participando da oxidacdo da L-Arg mediada
pelo oxigénio molecular para a formacédo do NO. Na auséncia de BH4, a sua forma
oxidada, a BH2, se liga ao sitio ativo da enzima. O transporte de elétrons pelos
dominios FMN e FAD se torna desacoplado da oxidacdo da L-Arg, resultando na
formacao de anion superoxido a partir do oxigénio molecular. Adaptada de Kern et al.,
2011.

A quantidade intracelular de BH4 é regulada através da sintese de novo a partir
do trisfosfato de guanosina (GTP) pela acéo de trés enzima: a GTP ciclohidrolase 1

(GTPCHL1), enzima limitante da reacgao, a 6-pirovilhidrobipterina sintase (PTPS) e a



sepiapterina redutase (SR) (Channon et al., 2012; Starr et al., 2013). Alternativamente,
a sintese de BH4 ocorre pela enzima dihidrofolato redutase (DHFR) e do cofator acido
félico na via de salvamento a partir de BH2 ou do precursor L-sepiapterina que €
primeiramente oxidado a BH2 (Crabtree et al., 2009). Outra forma de producédo da
BH4 é através da via de reciclagem, pela acdo da enzima quinona dihidropterina
redutase (QDPR) que catalisa a regeneragédo da BH4 a partir da quinoide-BH2 (Xu et
al., 2014; Latremoliere et al., 2015) (Figura 3). A relacdo estequiométrica entre a
guantidade da enzima NOS e do conteudo de BH4 e a raz&o intracelular entre BH4 e
BH2 sédo os fatores determinantes da funcdo normal da NOS, mesmo na auséncia de
patologias (Bendall et al., 2005; Crabtree et al., 2009; Kim et al., 2020).

A enzima GTPCH1 é constitutivamente expressa em células endotelias, no
entanto, a expressao e atividade da enzima sao reguladas em nivel transcricional,
pos-traducional e através da interacdo proteina-proteina em situacdes fisioldgicas e
patologicas (Tatham et al., 2009; Starr et al., 2014; Chen, W e col., 2011). Alguns
trabalhos mostram que a atividade da enzima GTPCHI em células endoteliais também
pode ser regulada pela enzima GTPCHI feedback regulator protein (GFRP), (Li et al.,
2010) e pela caveolina-1 (Peterson et al., 2009).

Além disso, a disponibilidade da BH4 também pode ser alterada pela expressao
e atividade da enzima DHFR e da concentra¢do de acido félico. A atividade da DHFR
€ critica na regulacao da proporcao entre BH4 e BH2 e consequentemente na fungéo
da NOS in vitro, especialmente quando os niveis de BH4 estéo baixos (Vasquez-Vivar
et al., 2002; Crabtree et al., 2011).
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FIGURA 3. Vias de sintese da tetrahidrobiopterina. Na via de novo, a
tetrahidrobiopterina (BH4) é sintetizada pela acdo sequencial de trés enzimas a partir
da guanosina trifosfato (GTP). O primeiro passo € catalisado pela enzima limitante da
reacdo, a GTP cicohidrolase | (GTPCHI), a qual converte o GTP em 7,8-
dihidroneopterina trifosfato, o qual é convertido pela acdo da enzima
piroviltetrahidrobiopterina sintase (PTPS) em 6-pirovil tetrahidrobiopterina. A Ultima
reacao é catalisada pela enzima sepiapterina redutase (SR) que produz a BH4 a partir
da 6-pirovil tetrahidrobiopterina. A BH4 pode ser espontaneamente oxidada a
dihidrobiopterina (BH2). Para restaurar a BH4, a BH2 é reduzida pela enzima
dihidrofolato redutase (DHFR) na via de salvamento. A BH4 também pode ser
convertida a quinonoide-BH2 (gBH2), molécula instavel e facilmente convertida a BH2,
sendo reduzida a BH4 pela enzima dihidropteridina redutase (DHPR). A enzima SR

também reduz a sepiapterina exdgena a BH2, a qual é reduzida pela DHFR em BH4.

A diminuigéo dos niveis plasmaticos de BH4 leva a disfunc¢éo endotelial e € um
fator de risco independente para inUmeras patologias que envolvem alteracdes

vasculares, entre elas: diabetes, arteriosclerose, hipercolestoremia e doencas



cardiovasculares como hipertensdo, hipertrofia do coracdo e faléncia cardiaca
(Stanhewicz et al., 2012; Faria et al., 2012; Kim et al., 2020).

A alteracdo da concentragdo de BH4 também estd associada ao
desenvolvimento de fenilcetondria e depressdo. O desenvolvimento da droga
sapropterina, preparacao sintética de sal de dihidrocloro da molécula biologicamente
ativa (6R)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina, pela empresa BioMarin, ja esta aprovada
pelo FDA (Food and Drug Administration) e j& é utilizada pelo sistema Unico de saude
brasileiro para o tratamento da fenilcetonaria (Cunningham et al., 2012). O crescente
interesse do uso da BH4 na clinica estimula o estabelecimento de pesquisas nessa
area com o objetivo de se estabelecer qual a sua contribuicdo no desenvolvimento de
diferentes patologias e se € possivel usa-lo como como agente terapéutico para
reverter esses processos. Esses dados em conjunto enfatizam a importancia do
cofator BH4 para a homeostase celular e como o0 seu desequilibrio pode levar ao

desenvolvimento de patologias.
O papel da tetrahidrobiopterina em neoplasias

Como descrito anteriormente, observamos indicios do desacoplamento da
NOS em células metastaticas de melanoma murino (Melo et al., 2011). O tratamento
com L-sepiapterina, precursor da BH4, foi capaz de restaurar a funcéo da eNOS por
aumentar a producao de NO e diminuir os niveis de O2*". Além disso, a L-sepiapterina
tornou as células de melanoma mais sensiveis ao anoikis e & morte induzida pelo
quimioterapico carboplatina (Melo et al., 2011 e dados n&o publicados). Mais
importante, foi mostrado que o O2*" gerado pela eNOS desacoplada tem papel
fundamental na transformacdo maligna de meland6citos murinos. Em diferentes
linhagens de melanoma metastatico humano foi observado que a suplementag¢do com
BH4 ou L-sepiapterina levou a diminuicdo dos niveis de anion e aumento dos niveis
de NO, confirmando o desacoplamento da NOS. A contribuicdo do desacoplamento
da NOS e da BH4 para caracteristicas alteradas durante a transformacgédo maligna e
progressao tumoral como proliferacé@o e resisténcia a apoptose foram analisadas. Na
presenca de BH4 e L-sepiapterina, observamos diminuicdo da viabilidade celular, o
que parece estar relacionado com o aumento do numero de células apoptéticas
(Goncgalves et al., 2019). Esses resultados sugerem que o desbalanco entre a
quantidade de NO e EROs causado pela diminuicdo de BH4 est4 associado ao

desenvolvimento do melanoma humano.



Corroborando com o papel supressor tumoral da BH4, foi demonstrado que a
L-sepiapterina aumenta os niveis de GMPc e da atividade da proteina quinase G
(PKG) estimulados pelo aumento dos niveis de NO, o que leva a inibicdo da colite e
do desenvolvimento do adenocarcinoma de c6lon em camundongos (Cardnell et al.,
2013). Em outro trabalho, observou-se que o tratamento das células de carcinoma de
mama com L-sepiapterina diminuiu os niveis de O2*"e aumentou a quantidade de NO,
sugerindo o reacoplamento da NOS, o qual foi associado com o retardamento do
crescimento das células tumorais de mama in vitro e in vivo (Rabender et al., 2015).
O tratamento com L-sepiapterina também inibiu a proliferacdo e migracdo dependente

de VEGF de células de carcinoma de ovario (Cho et al., 2011).

Por outro lado, em fibroblastos associados ao adenocarcinoma de mama
(CAFs), foi demonstrado aumento da expressdo da enzima GTPCHI, o que esta
relacionado com aumento da proliferacdo e migracao das células tumorais de mama
(Chen et al., 2016). O aumento da expressdo da GTPCHI nos CAFs de pacientes ER-
também foi correlacionado com tumores maiores e de pior prognadstico.
Adicionalmente, foi observado que o aumento da expressdo de GTPCHI e
consequente elevacdo da concentragdo de BH4 em células endoteliais leva ao
aumento da proliferacdo e migracdo dessas células in vitro e angiogénese in vivo,

estimulando o crescimento do tumor (Chen et al., 2010; Dai et al., 2016).

Baseando-se em todas essas informacdes, é possivel inferir que a BH4 tenha
funcdes diferentes no processo de progressao tumoral, 0 que parece ser resultado de
um conjunto de fatores, entre eles o tipo de tumor e seu estadiamento, o
microambiente tumoral e 0s mecanismos associados ao processo de transformacao

maligna e progressao tumoral.



2 OBJETIVO

Avaliar se a tetrahidrobiopterina modula positiva ou negativamente processos
biolégicos alterados ao longo da progressao do melanoma e que contribuem para o

desenvolvimento neoplasico.



3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a expressédo da enzima GTP ciclohidrolase 1 em melandcitos e em linhagens

de melanoma humano que correspondem a diferentes fases da progresséo tumoral;

- Avaliar a quantidade de biopterinas em melandcitos e em linhagens de melanoma

humano que correspondem a diferentes fases da progressao tumoral;

- Avaliar a quantidade de anion superoxido e oOxido nitrico em melandcitos e em
linhagens de melanoma humano que correspondem a diferentes fases da progressao

tumoral;

- Avaliar a contribuicdo da tetrahidrobiopterina em processos bioldégicos como
proliferagdo, clonogenicidade e crescimento em 3D em linhagens de melanoma
humano que correspondem a diferentes fases da progressao tumoral;



4 MATERIAS E METODOS
4.1 Cultura celular

A linhagem de melandcito humano (NGM) utilizada nesse trabalho foi adquirida
do Banco de Células do Rio de Janeiro (codigo BCRJ 0190) e foi cultivada em meio
DMEMF12 (Gibco, Grand Island, NY) suplementado com 20% de soro fetal bovino
(SFB) (Gibco, Grand Island, NY), 2.mM de glutamina (Thermo-Scientific, Rockford,
EUA), 1.4 uM de hidrocortisona (S Sigma, Saint Louis, Missouri), 1nM do hormonio T3
(Sigma, Saint Louis, Missouri), 10ug/mL de insulina (Sigma, Saint Louis, Missouri),
10pg/mL de transferrina (Sigma, Saint Louis, Missouri) e 10ng/mL de horménio
epidermal de crescimento (Sigma, Saint Louis, Missouri). As linhagens de melanoma
humano que correspondem a diferentes fases da progressdo tumoral: que
correspondem ao melanoma de crescimento radial (Wm 1522); que correspondem ao
melanoma de crescimento vertical (Wm 1366 e Wm 793); e que correspondem ao
melanoma metastatico (Lu 1205 e Wm 983) (Figura 4) foram gentilmente cedidas pela
Dr. Meenhard Herlyn pesquisador do Instituto Wistar e foram cultivadas em meio TU
[20% de meio Leibovitz (Gibco, Grand Island, NY) + 80% de meio MCDB 153 (Sigma,
Saint Louis, Missouri) suplementado com 2% de SFB e 1.68mM de CaCl:

(https://wistar.org/our-scientists/meenhard-herlyn). Essas linhagens foram isoladas de

lesbes definidas por critérios clinicos e histoldgicos e ja foram previamente descritas
(Garman et al., 2017).


https://wistar.org/our-scientists/meenhard-herlyn
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FIGURA 4. As linhagens utilizadas nesse trabalho correspondem a diferentes
etapas da progressao do melanoma. (A) Melanécitos. (C) Melanoma in situ (RGP)
— linhagem Wm1552. (D) Melanoma invasivo (de crescimento vertical - VGP) —
linhagens Wm793 e Wm1366. (E) Melanoma metastatico — linhagens Wm983 e
Lul205. Adaptado de Zaidi et al., 2008.

4.2 Avaliacado da expressao génica

A expressao do gene GCHL1 foi avaliada através de PCR em tempo real com o

uso de primers especificos, como descrito a seguir.

4.2.1 Extracédo de RNA total

As células foram lavadas 2 vezes com PBS autoclavado e gelado. Apos a
retirada total do PBS, foi adicionado 1 mL de reagente Trizol (Invitrogen, Van Allen
Way Carlsbad, EUA). O reagente Trizol é uma solucdo monofasica de fenol e
isotiocianato de guanidina que torna mais eficiente a extracdo de RNA de células e
tecidos. As células foram colocadas num Eppendorf, onde ficaram homogeneizando

durante 5 min a temperatura ambiente para permitir a completa dissociacdo dos



complexos de nucleoproteinas. Em seguida, foram adicionados 200 pL de cloroférmio
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany), os tubos foram homogeneizados por inversao e
deixados a temperatura ambiente por 2 min. Os tubos foram, entéo, centrifugados a
12000 rpm por 15 min a 4°C. Este procedimento resultou em 3 fases: a fase aquosa,
onde estd o RNA, a interface, que contém proteinas e DNA e a fase com o fenol
cloroférmio. Depois da transferéncia da fase aquosa para outro Eppendorf, foram
adicionados 500 pL de alcool isopropilico (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) para
precipitar o RNA e posteriormente incubado overnight a -20°C. No dia seguinte os
tubos foram centrifugados a 11000 rpm por 10 min a 4°C. O pellet foi, entdo, lavado
com etanol 75% (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), agitado vigorosamente em
Vortex e centrifugado a 7500 rpm por 5 min a 4°C. As amostras foram, entéo,
dissolvidas em H20-DEPC (adgua tratada com o inibidor de RNAse, dietil pirocarbonato
- Merck) e incubadas por 10 min a 60°C para completa dissolucdo do RNA. Em
seguida, a concentracdo das amostras foi determinada em espectrofotobmetro. Para
determinar a integridade do RNA, as amostras foram separadas eletroforeticamente
em gel de agarose 1% em tampé&o de eletroforese TBE (Tris 90 mM, &cido bdérico 90
mM, EDTA 50 mM, pH 8.0) na presenca de brometo de etideo.

4.2.2 Tratamento de RNA com DNASE-I sem atividade rnasica (RNASE-FREE
DNASE I)

Para remover qualquer eventual contaminacdo com DNA genbmico, as
amostras foram tratadas com a enzima DNAse | (Invitrogen, Van Allen Way Carlsbad,
EUA). Numa reacéo de 20 puL, onde 4 pg de RNA total foram incubados com 1 uL de
DNAse (1 unidade/ul) na presenca de 0,5 uL RNAseout (Invitrogen, Van Allen Way
Carlsbad, EUA) 40U/uL), 2 uL de tampéao e H20O DEPC por 15 min a temperatura
ambiente. Em seguida, a reagao foi inativada com 1 uL de EDTA 25 mM por 10 min a
65°C.

4.2.3 Reacdao de transcriptase reversa

Na reacao de transcriptase reversa (RT), uma fita de cDNA é sintetizada a partir
de uma fita de mRNA. A enzima usada para essa reacdo € a SuperScript IlI
(Invitrogen, Van Allen Way Carlsbad, EUA). Para essa rea¢ao foram usados 2 ug de
RNA tratados com DNAse I, equivalente a 10 uL de reacdo. Foram adicionados os

seguintes reagentes a tubos nuclease-free: 0,5 uL de Oligo (dT)12-1s8 (50 uM), 1 uL de



DNTP mix 10 mM, 0,5 ul de random primers e 3,5 uL de H20 DEPC, totalizando 13
uL. A mistura foi aquecida a 65°C por 5 min para estender a fita de RNA e impedir a
formacéo de hairpins e outras estruturas secundarias e esfriado rapidamente no gelo.
Em seguida, foi adicionado 1 pL de SuperScript Ill, 4 uL do tampéao 5x first-strand (250
mM de Tris-HCI pH8.3, 375 mM de KCI, 15 mM MgClz), 1uL de RNAseout e 1 uL de
DTT 0,1 M (ditiotreitol). Os tubos foram agitados gentilmente e incubados a 25°C por

5 min, 50°C por 60 min e 55°C por 60 min. A reacéo foi inativada a 70°C por 15 min.

4.2.4 PCR em tempo real

A expressdo do gene GCH1 nas linhagens estudadas foi realizada através de
PCR em tempo real com o wuso dos primers sense: 5
TGAGATGGTGATTGTGAAGGAC 3 e anti-sense: 5
CGCTCCTGAACTTGTAGTCTTC 3'. Apos a sintese do cDNA, realizou-se a PCR
guantitativa em tempo real. Assim, 2,5 uL do cDNA, 10 uL do reagente SyberGreen
(Bio-Rad, Hércules, Califérnia), 1 yL de cada primer (concentragao de 5uM) e 5,5 uL
de agua DEPC foram misturados para cada amostra. 20 pyL desta solugdo foram
pipetadas em duplicata em tubos de 0,2 uL (duplicata técnica) e incubados em
termociclador (7500 Real-Time PCR System, Applied Biosystems). Para a
quantificacdo absoluta, estabeleceu-se uma curva padréo a partir de uma mistura de
amostras de cDNA de diferentes linhagens celulares com concentracdo de
aproximadamente 600 ng/uL composta por seis pontos de diluicdo seriada (1:5; 1:10;
1:15; 1:20: 1:25; 1:30) e calculou-se a quantidade de cDNA das amostras através de
regressao linear obtida da curva padrédo. Como gene normalizador utilizou-se o gene

da B-actina.
4.3 Western blot

Para extracdo de proteinas, as células foram desaderidas da placa de cultura
usando solucéo de tripsina 0,25% (Gibco, Grand Island, NY) centrifugadas a 2000 rpm
por 5 minutos e, entdo, duplamente lavadas com PBS. Cada amostra foi
ressuspendida em 300 pL de tampdo Pierce® IP Lysis Buffer (Thermo-Scientific,
Rockford, EUA) (25 mM TriseHCI pH 7.4, 150 mM NacCl, 1% NP-40, 1 mM EDTA, 5%
glycerol) contendo coquetel de inibidores de proteases na diluicdo de 1:200 (Sigma,
Saint Louis, Missouri) e de inibidores de fosfatases na diluicdo de 1:100 (Sigma, Saint

Louis, Missouri). As amostras foram incubadas no gelo por 15 minutos e, em seguida,



centrifugadas a 13000 rpm a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante resultante foi
coletado e armazenado a -20°C. A determinacdo da concentracdo de proteinas foi
realizada pelo método de Bradford (Protein assay dye; Bio-Rad, Hércules, Califérnia)

segundo especificacdes do fabricante.

Quantidades iguais de proteina foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida e transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Hércules,
Califérnia) segundo o protocolo de Laemmli (Laemmli, 1970). O gel de corrida foi
preparado com Tris 0,375 M pH 8,8, SDS 0,1%, acrilamida 12,5%, persulfato de
amonio (APS, Sigma, Saint Louis, Missouri) 0,03% e N,N,N,N tetra metiletilenodiamina
(TEMED, Sigma, Saint Louis, Missouri); e o gel de empilhamento, com Tris 0,125 M
pH 6,8, SDS 0,1%, acrilamida 4%, APS 0,045%, e TEMED. Os extratos proteicos
foram diluidos em tampao de amostra redutor (Tris-HCI 240 mM pH 6,8, SDS 0,8%,
B-mercaptoetanol 200 mM, glicerol 40% e azul de bromofenol 0,02%). A eletroforese
foi feita em tampao Tris 25 mM, glicina 192 mM pH 8,3, SDS 0,1% a temperatura
ambiente e sob uma corrente constante de 30 mA. E a transferéncia foi feita em

tampao Tris 25mM, glicina 192 mM, metanol 20% por duas horas a 100 V a 4°C.

Em seguida a membrana foi bloqueada numa solu¢cdo contendo 5% de leite
desnatado Molico (Netle) em TBS-T 0,1% por 1 hora e incubada com o anticorpo
monoclonal anti-GTPCH1 na diluicdo de 1:1000 (Abnova, Taipei, Taiwan) por 16 horas
a 4° C. O anticorpo monoclonal anti-B-actina (Abnova, Taipei, Taiwan), utilizado como
controle interno, também foi incubado por 16 horas a 4°C na diluicdo de 1:1000. Apds
trés lavagens com TBT-T 0,1%, as membranas foram incubadas com o anticorpo
secundario anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase (Bio-Rad, Hércules,
Califérnia) numa diluicdo de 1:2000 por 2 horas a temperatura ambiente. Apos 5
lavagens com TBS-T 0,1%, a revelagao foi realizada com o uso de reagente de
deteccdo de quimioluminescéncia Immobilon Forte Western HRP Substrate (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha) e as bandas analisadas e quantificadas pelo programa

Image J.

4.4 Avaliagcdo da proliferagédo, clonogenicidade e crescimento em 3D das

linhagens humanas

Os ensaios funcionais foram realizados nas linhagens de melanoma Wm1552

tratadas ou ndo (NT) com concentracdes crescentes de BH4 (10, 20 e 40 uM), Wm983



tratadas ou ndo (NT) com concentracdes crescentes de DAHP (1, 2 e 4 mM), nos
melandcitos tratados com BH4 (Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan) ou DAHP
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e na linhagem Wm 1552 tratada ou ndo (NT) com
vemurafenibe nas concentragdes de 4, 8, 12, 16 e 20 yM (PLX 4032 — Cayman
Chemical, Ann Arbor, Michigan).

4.4.1 Ensaio de viabilidade celular

A taxa de viabilidade foi estimada por ensaio colorimétrico utilizando o 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazolio (MTT, Sigma, Saint Louis, Missouri). As
células foram cultivadas em placas de 96 pocos adicionados de 200 yL do meio
suplementado com SFB na presenca ou auséncia (NT) dos tratamentos por diferentes
tempos (24, 48, 72 e 96 horas). Apos adeséo ao substrato, foram acrescentados ao
meio de cultivo 20 yL de MTT 5 mg/mL, sendo este considerado o tempo 0 (To). As
placas foram mantidas em estufa (37°C e 5% de COz2) por 1 hora. Posteriormente, o
meio com MTT foi retirado dos pocos através da inversdo da placa e foram
adicionados 100 yL de dimetilsuféxido (DMSO - LABSYNTH, Diadema, Sao Paulo,
Brasil) em todos os pocos. Apés homogeneizacédo, a absorbancia foi medida com
auxilio de espectrofotdbmetro (Molecular Devices, SpectraMax i3) utilizando o
comprimento de onda de 570 nm. A taxa de viabilidade também foi avaliada nas
células Wm1552 e Wm983 tratadas com concentracdes crescentes de PLX4032
(vemurafenibe — Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan) (0.5; 1; 2; 4 e 8 uM) por 96
horas. Em seguida o IC50, quantidade de droga necessaria para diminuir a viabilidade
das células em 50%, foi determinada. Também se avaliou a taxa de viabilidade das
células Wm1552 tratadas com BH4 e PLX4032 e das células Wm983 tratadas com
DAHP e PLX4032.

4.4.2 Ensaio de formacao de col6nias

Foram plaqueadas 200 células de cada linhagem estudada em placas de 60
mm de didmetro em condi¢bes normais de cultivo. Apos 10 dias, as células foram
lavadas com PBS e fixadas com formaldeido 3,7% em PBS por 15 minutos. A
coloragéo das col6nias foi realizada com azul de toluidina 1% em borax 1% por 5
minutos. As placas foram, entdo, lavadas com agua destilada para retirada do excesso
de corante e fotografadas. Para a quantificag@o colorimétrica, foi adicionado SDS 1%
em H20 por 4h para solubilizagdo do corante e a leitura da absorbancia realizada a

620 nm em espectrofotdmetro (Molecular Devices, SpectraMax i3)



4.4.3 Ensaio de crescimento em 3D

Para avaliar a proliferagdo celular em 3D foi feito o ensaio de formagéo de
esferoides, o qual foi realizado em micromoldes contendo 81 poros. Aproximadamente
700 pL de solucdo de agarose 2% em salina foi adicionada ao micromolde
(MicroTissues® 3D Petri Dish® micro-mold spheroids — Sigma). Apés 30 minutos, a
agarose micromoldada foi desinformada do micromolde em um poco de uma placa de
24 pocos. ApOs a secagem completa da agarose, aproximadamente 20 minutos, foi
adicionado meio DMEM contendo 2,5% de SFB a agarose micromoldada e esta foi
incubada por 15 minutos a 37°C em estufa contendo 5% de CO2. Apés a retirada do
meio, a suspenséo de células (aproximadamente 1x10° células) foi ressuspensa em
200 pLde meio e adicionada no poc¢o da agarose micromoldada. Apés a formacéao dos
esferoides (24 horas depois), as células foram tratadas com BH4 (10 e 40 yM) ou
DAPH (2 e 4mM). O crescimento das esferas foi acompanhado e area mensurada.
Este experimento foi feito em colaboragéo com a Profa. Dra. Roberta Stilhano Sessa
do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da

Santa Casa de S&o Paulo.
4.5 Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio

A quantificacdo de EROs foi realizada por citometria de fluxo (FACSCalibur;
Becton-Dickinson) (comprimento de onda de excita¢do 485 nm; comprimento de onda
de emissdo 520 nm) usando-se 0 reagente CellROX® Green(Molecular Probes,
Eugene, Oregon), um indicador de fluorescéncia. O reagente é permeavel e é ndo
fluorescente no estado reduzido. ApGs oxidacdo, o reagente passa a ser fortemente
fluorescente e impermeavel, ficando retido dentro da célula. As células foram
desaderidas com uma solucédo contendo 0.25% de tripsina e em seguida lavadas duas
vezes com PBS. As células foram entdo incubadas com 1uM do reagente
CellROX®Green em PBS por 50 minutos a 37°C. Apoés incubacéo as células foram

lavadas uma vez com PBS e a fluorescéncia avaliada no citbmetro de fluxo.
4.6 Quantificacdo de Oxido nitrico

A quantificagcdo de NO foi realizada por citometria de fluxo (FACSCalibur;
Becton-Dickinson) usando-se o indicador de fluorescéncia 4-amino-5-metilamina-
2’ 7’-difluorfluoresceina (DAF-FM diacetato) (Molecular Probes, Eugene, Oregon)

(comprimento de excitacdo 495 nm; comprimento de emissdo 515 nm). DAF-FM é



permedavel e assim que reage com NO passa a ser fluorescente e é convertida na sua
forma impermeével, ficando retido dentro da célula. As células foram desaderidas com
uma solucéo contendo 0.25% de tripsina e em seguida lavadas duas vezes com PBS.
As células foram entédo incubadas com 2.5 pM do reagente DAF-FM em PBS por 50
minutos a 37°C. ApoOs incubacéo as células foram lavadas uma vez com PBS e a
fluorescéncia avaliada no citdmetro de fluxo. Outro método para dosar o NO foi através
do NO analyzer (NOA 280; Sievers Instruments, Boulder, CO, USA), onde a
concentracdo de NO é determinada ap0s a reacdo do NO com 0 0zénio numa camera
de géas. A curva padréo foi estabelecida através da diluicdo seriada de nitrato de sodio.
A concentragdo de NO nas amostras foi determinada pela comparagcdo com a curva
padrdo e expressa em micromolar por miligramas de proteina. Os resultados foram
coletados e analisados usando o software do equipamento (versdo 3.2.1; Silvers
Instruments). Esse experimento foi realizado no Departamento de Nefrologia da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) em colaboracdo com a Dra. Elisa
Higa.

4.7 Dosagem de biopterinas (BH4, BH2 e biopterina total)

A determinacdo da concentracdo das biopterinas foi realizada através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecc¢éao fluorimétrica e eluicéo
isocratica como descrito previamente (Bendall et al., 2005).Apés a tripsinizacéo, as
células foram centrifugadas e lavadas 2 vezes com PBS gelado. Apés centrifugacao
a 2000 rpm por 4 minutos, as células foram ressuspendidas em 500 pyL de tampéo
contendo 0.1 M de &cido fosforico (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) e 5mM de
ditioeritrol (Sigma, Saint Louis, Missouri) e sonicadas por 40 segundos. Em seguida,
35 pL de é&cido triacloroacético (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) foram
adicionados. A solucdo foi novamente centrifugada a 12000xg por 1 minuto e o
sobrenadante foi usado imediatamente para quantificagcdo das biopterinas. A
quantidade de biopterina total foi medida ap0s oxidacdo do material contido no
sobrenadante em condi¢des acidas, enquanto a quantificacdo de BH2 foi feita apds
oxidagdo em condi¢cdes alcalinas. A quantidade de BH4 foi calculada pela diferenca
entre a quantidade de biopterina total formada apds condi¢des acidas e a quantidade
de biopterina formada em condicdes alcalinas. Para oxidacdo em condi¢des acidas,
100 pL do sobrenadante foi misturado a 15 pL de 0.2 M TCA e 15 pL de 1% 12/2% K



em 0.2 M TCA. Este experimento foi feito em colaboragcdo com o Dr. Marcelo Yudi

Icimogo do Departamento de Biofisica da UNIFESP.
4.8 Andlises estatisticas

Os parametros avaliados nos experimentos biolégicos foram comparados por
ANOVA de uma ou duas vias seguida pelo teste de Bonferroni quando mais de dois
grupos foram estudados. A diferengca entre dois grupos experimentais foi avaliada
através do teste t de Student e foi considerada significante para p< 0.05.



5 RESULTADOS

5.1 A expressdo do gene GCH1 e da proteina GTPCH1 estd aumentada em

diferentes linhagens de melanoma

Os experimentos de gPCR e western blot foram feitos para analisar a
expressdo do gene GCH1 (Figura 5A) e a quantidade da enzima GTPCH1 (Figura
5B), respectivamente, na linhagem de melandcito e nas linhagens de melanoma, ja
gue esta é a enzima limitante na sintese de BH4 pela via de novo. Observamos
aumento da expressao do transcrito GCH1 (Figura 5A) em todas as linhagens de
melanoma, sendo estatistico o aumento de GCH1 nas linhagens de melanoma
Wm1552 e Wm983 em relacdo aos melandcitos. Ja entre as linhagens de melanoma
mostramos aumento significativo da expressédo do gene GCH1 na linhagem Wm983
em relacdo as linhagens Wm1552, Wm793, Wm1366 e Lul205 e da linhagem
Wm1552 em relacgdo a Wm793. Enquanto no experimento de western blot foi
observado aumento da quantidade da proteina GTPCH1 nas linhagens de melanoma

em relacdo ao melandcito, exceto na linhagem Lul205 (Figura 5B).
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FIGURA 5. A expressao relativa do gene GCH1 e a quantidade da proteina
GTPCH1 estdo aumentadas nas linhagens de melanoma humano. (A) A
expressado do gene GCHL1 foi avaliada através de gPCR e a (B) quantidade da proteina

GTPCH1 foi analisada por western blot na linhagem de melandcito (controle) e nas



linhagens tumorais Wm1552 (crescimento radial), Wm793 e Wm1366 (crescimento
vertical) e Lul205 e Wm983 (metastatico). O qPCR foi realizado em quadruplicata
biolégica e os valores estédo representados em gréaficos de barras e expresso como
meédias +desvio padrao. O teste estatistico realizado foi 0 ANOVA de uma via seguida
do pos-teste de Bonferroni, **p<0.001 ***p<0.0001. Resultado de western blot &
representativo de trés experimentos independentes. O controle interno utilizado foi a
B-actina.

5.2 A concentracdo de biopterinas esta alterada nas linhagens de melanoma

humano

Para avaliar se os dados de expresséo se correlacionam com a quantidade de
BH4, como ja demonstrado por outros autores em células endoteliais e tumorais
(Tatham et al., 2019; Rabender et al., 2015) avaliamos a concentracao das biopterinas
por HPLC e a razdo BH4:BH2 nos melandcitos e nas linhagens de melanoma.
Observamos diminuicdo e aumento da concentracdo de BH4 na linhagem de
melanoma de crescimento radial Wm1552 e na linhagem de melanoma metastéatico
Wm983, respectivamente, em relacdo aos melandcitos (Figura 6A). Comparamos
também a quantidade de BH4 entre as linhagens de melanoma e vimos elevacao da
concentracdo de BH4 na linhagem Wm983 quando comparada com a linhagem
Wm1552. Na linhagem Wm983 também foi observado aumento da razdo BH4:BH2
guando comparado com o0 melanécito e com a linhagem Wm1552 (Figura 6C) e maior
concentracéo de biopterinas totais na linhagem Wm983 quando comparamos com a
linhagem Wm1552 (Figura 6D). N&o foi constatado alteragdo significativa da
concentracdo de BH2 entre as linhagens (Figura 6B). Esses dados em conjunto
sugerem que o metabolismo das biopterinas esta alterado em células de melanoma
quando comparamos com 0s melandcitos e que essa alteracdo depende do

estadiamento do melanoma.
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FIGURA 6. A concentracdo de BH4 esta aumentada na linhagem de melanoma

metastatico Wm983 enquanto esta reduzida na linhagem de melanoma de
crescimento radial Wm1552. A concentracdo de BH2 (B) e de biopterinas totais (D)

foi feita por HPLC e a concentracdo de BH4 (A) determinada pela diminuicdo da

concentracdo de biopterinas totais pela concentracdo de BH2 na linhagem de

melandcito e nas linhagens de melanoma Wm1552 (crescimento radial), Wm793 e

Wm1366 (crescimento vertical), Lu1205 e Wm983 (metastatico). Os graficos de barra

sao resultado de cinco experimentos independentes e os valores estao representados

em graficos de barras e expresso como médias xdesvio padrdo. O teste estatistico

realizado foi o ANOVA de uma via seguida do pos- teste de Bonferroni, *p<0.05;

**p<0.01; **p<0.0001.



5.3 A quantidade de anion superdxido estad elevada nas linhagens de

melanoma humano

A alteracdo do metabolismo das biopterinas estd associada a disfuncédo de
diferentes enzimas, entre elas as sintases de oOxido nitrico (NOS). A disfuncdo da
eNOS em células endoteliais € chamada de desacoplamento (Crabtree et al., 2011;
Faria et al., 2012) e causa 0 aumento da quantidade de anion superéxido e diminuigéo
da concentracdo de NO, o que por sua vez, esté relacionada a disfuncao endotelial e
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (McNeill, et al., 2015; Douglas, et al.,
2018). No cancer, ainda nédo foi elucidado como a alteragdo do metabolismo das
biopterinas contribui para a aquisicdo do fendtipo tumoral. Como observamos
alteracdo da concentracéo de biopterinas em algumas linhagens de melanoma, fomos
avaliar a homeostasia redox dessas células. Escolhemos as linhagens Wm1552 e Wm
983 para continuar o trabalho devido a alteracéo das biopterinas e a linhagem Wm793
por ser uma representante do melanoma de crescimento vertical. A dosagem de anion
superoxido foi realizada por fluorimetria usando o fluoréforo CellROX™ e observamos
gue os niveis de EROs estdo aumentados em todas as linhagens de melanoma,

Wm1552, Wm793 e Wm983 em relacdo aos melandcitos (Figura 7).
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FIGURA 7. Aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio nas linhagens
de melanoma humano. A quantidade de espécies reativas de oxigénio foi avaliada
por citometria de fluxo, usando-se o fluoréforo CellROX™ na linhagem de melandcito
e nas linhagens de melanoma Wm1552, Wm793 e Wm983. Wm1552 (crescimento
radial), Wm793 (crescimento vertical) e Wm983 (metastéatico). Os valores estado

representados em gréaficos de barras e expresso como médias tdesvio padrdo. O



experimento foi realizado em duplicata e o teste estatistico realizado foi o ANOVA de

uma via seguida do pés-teste de Bonferroni, *p<0.05***; p<0.001.

5.4 A concentracdo de oOxido nitrico € menor nas linhagens de melanoma

humano

Como observamos aumento de EROs fomos avaliar a concentracdo de NO
para ter indicios da fung@o da NOS nessas células tumorais. Realizamos a dosagem
do 6xido nitrico pelo equipamento NO analyzer (Figura 8A) e por citometria de fluxo
utilizando o reagente DAF (Figura 8B) e observamos que houve diminuicdo da

concentracdo de NO em todas as linhagens de melanoma quando comparado aos

melandcitos.
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FIGURA 8. A concentragdo de 6xido nitrico esta diminuida nas linhagens de
melanoma humano. A quantidade de 6xido nitrico foi avaliada pelo equipamento NO
analyzer (A) e por citometria de fluxo (B) na linhagem de melandcito e nas linhagens
de melanoma Wm1552 (crescimento radial), Wm793 (crescimento vertical) e Wm983
(metastatico). Os valores estao representados em graficos de barras e expresso como
médias tdesvio padrdo. Os experimentos foram realizados em triplicata e o teste
estatistico realizado foi 0 ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Bonferroni’s,
*p<0.05; *p<0.01; **p<0.0001.



5.5 Otratamento com tetrahidrobiopterina diminuiu a viabilidade da linhagem

de melanoma de crescimento radial Wm1552

J4 foi demonstrado que a concentracdo intracelular de BH4 regula a
proliferacédo de células endoteliais (Marinos et al., 2001; Pickert et al., 2013; Sugiyama
et al., 2009) e inumeras células tumorais, entre elas células de cancer de mama, de
carcinoma de esbéfago, hepatocarcinoma e do melanoma metastatico (Chen et al.,
2016, Gao et al., 2016 Gongalves et al., 2019). Além disso, ja est4 descrito que o
balanco entre as concentracdes de NO e anion superoxido, que é desregulado pela
alteracdo de BH4, regulam inumeros processos biolégicos como proliferacéo,
diferenciacao e a apoptose, contribuindo para a progressao de tumores (Vannini, F. e
col., 2015; Monteiro, H. e col., 2019; Gongalves, D. e col., 2019). Como observamos
diminuicdo da quantidade de BH4 na linhagem Wm1552 em relacdo ao melandcito,
tratamos as células com concentracdes crescentes de BH4 e analisamos a viabilidade
celular utilizando o MTT. Observamos que a viabilidade celular da linhagem de
melanoma Wm1552 diminuiu apdés o tratamento com todas as concentracdes
utilizadas (10 uM, 20 uM e 40 uM) de BH4 quando comparada ao controle (NT) a partir

de 48 horas, o0 que foi mantido nos tempos de 72 e 96 horas (Figura 9).
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FIGURA 9. O tratamento com tetrahidrobiopterina diminuiu a viabilidade celular
da linhagem de crescimento radial Wm1552. A linhagem de melanoma de
crescimento radial Wm1552 foi tratada ou n&o (NT) com as concentragdes de 10 puM,



20 uM e 40 pM de tetrahidrobipterina por 24, 48, 72 e 96 horas e em seguida a
viabilidade celular foi avaliada utilizando-se o sal de o 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-
difenil-2H-tetrazolio (MTT). Os valores estdo representados em graficos de barras e
expresso como meédias *desvio padrdo. Os experimentos foram realizados em
triplicata biologica e o teste estatistico realizado foi 0 ANOVA de duas vias seguida do

pés-teste de Bonferroni. ***; p<0.001.

5.6 O tratamento com tetrahidrobiopterina reduziu a capacidade clonogénica

da linhagem de melanoma de crescimento radial Wm1552

J& foi descrito na literatura que o tratamento com BH4 diminui a capacidade
clonogénica de células de melanoma metastético, as quais tinham concentractes
reduzidas de BH4, induzindo a apoptose (Gongalves, D. e col., 2019), com base nisso,
tratamos a linhagem Wm1552 com BH4 (40 uM) por 12 dias e observamos que o
tratamento reduziu a capacidade de formacdo de clones em relacdo as células que
nao foram tratadas (NT) (Figura 10). A diminuicdo da viabilidade celular e da
capacidade clonogénica na presenca de BH4 sugere que nas fases mais iniciais do
desenvolvimento do melanoma a reduc¢éo da tetrahidrobiopterina seja importante para

a manutencao do melanoma e seu crescimento.
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FIGURA 10. O tratamento com tetrahidrobiopterina diminuiu a capacidade
clonogénica da linhagem de melanoma de crescimento radial Wm1552. A
linhagem de melanoma de crescimento radial Wm1552 foi tratada com 40 uM de
tetrahidrobiopterina por 12 dias e em seguida a capacidade clonogénica foi avaliada.

Os valores estdo representados em graficos de barras e expresso como médias



+desvio padrao. O experimento foi realizado em triplicata bioldgica e o teste estatistico
realizado foi o teste t de Students, **p<0.01.

5.7 O tratamento com tetrahidrobiopterina reduziu o crescimento em 3D das

células de melanoma de crescimento radial Wm1552

Como a andlise do crescimento em 3D se aproxima mais do que acontece in
vivo, as células Wm1152 foram tratadas com BH4 apds a formacao dos esferoides e
o crescimento foi acompanhado por 5 dias. Podemos observar nesse experimento
preliminar que a partir do 3° dia de tratamento, a area das esferas constituidas de
células tratadas com BH4 na concentragao de 40 yM € menor do que das células nao
tratadas (NT) (Figura 11A), o que se torna mais evidente no 5° dia de tratamento
(Figura 11B).
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FIGURA 11. O tratamento com tetrahidrobiopterina reduziu o tamanho das

esferas formadas pelas células de crescimento radial Wm1552. As células foram
plagueadas em condic6es ndo aderentes em micromoldes de agarose. ApOs a
formacgéo das esferas (0 horas) o tratamento com BH4 10 e 40 uM foi iniciado e a

formacédo de esferas foi acompanhada até 96 horas. Imagens de 10 esferas foram



adquiridas a cada dia e a area mensurada (A). No tempo 96 horas foi mensurada a
area das esferas dos trés grupos (B). O gréfico de barra é resultado de um
experimento preliminar e os valores estdo representados em graficos de barras e
expresso como meédias tdesvio padrdo. O teste estatistico realizado foi o ANOVA de

uma via seguida do poés- teste de Bonferroni, ***p<0.0001.

5.8 O tratamento com tetrahidrobiopterina tornou as células de melanoma de

crescimento radial Wm1552 mais sensiveis ao vemurafenibe

Nos ultimos anos, o tratamento para o melanoma evoluiu bastante com o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas como a imunoterapia e a terapia
alvo, onde drogas como o vemurafenibe, que tem como alvo melanomas contendo
mutacdes em V600E BRAF, e trametinibe, o qual inibe a ativagdo de ERK1/2,
aumentaram a sobrevida global do paciente (Montor et al., 2018). No entanto, apos
poucos meses do fim do tratamento, os pacientes desenvolveram recidivas devido ao
estabelecimento de quimioresisténcia (Montor et al., 2018). Portanto, a busca por
novas estratégias terapéuticas € intensa. Como observamos diminui¢cdo da viabilidade
e da capacidade clonogénica das células Wm1552 na presenca de BH4, resolvemos
fazer o tratamento combinado de vemurafenibe e BH4 nessas células. Primeiramente
as células foram tratadas com concentracdes crescentes de vemurafanibe por 96 h
para determinacdo do IC50. Estabelecemos que o IC50 do vemurafenibe na linhagem
Wm1552 é de 11,72 uM (R? 0.7835) (Figura 12 A). Na Figura 12B podemos observar
gue na presenca de BH4 o tratamento com vemurafenibe é mais eficaz, indicando que
o tratamento combinado das duas drogas pode ser uma estratégia na terapia contra

0 melanoma.
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FIGURA 12. A tetrahidrobiopterina reduziu a resisténcia de células de melanoma
de crescimento radial ao vemurafenibe. O IC50 do vemurafenibe para a linhagem
Wm1552 foi determinado pelo ensaio de MTT apdés o tratamento com concentracdes
crescentes da droga por 96 horas (A). A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de
MTT ap6s o tratamento com vemurafenibe ou ndo na presencga de 40uM de BH4. Os
valores estéo representados em graficos de barras e expresso como médias +desvio
padrdo. Os experimentos foram realizados em triplicata e o teste estatistico realizado
foi o ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Bonferroni’s, *p<0.05; ***p<0.0001.

59 O tratamento com tetrahidrobiopterina exdégena aumentou a

concentracdo de biopterinas enddgenas na linhagem Wm1552

Para confirmar que o tratamento exdégeno com BH4 é eficiente, as células Wm
1552 foram tratadas por 96 horas com 10 e 40 uyM de BH4 e a quantidade de
biopterinas avaliadas por HPLC. Observamos que ambas as concentracfes de BH4
exdgeno aumentaram a quantidade de BH4 (Figura 13A) e biopterinas totais (Figura
13D). A quantidade de BH2 s aumentou na presenca de 40 uM de BH4 (Figura 13B).
No entanto, ndo observamos aumento da razdo BH4:BH2 (Figura 13C).
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FIGURA 13. O tratamento da linhagem Wm1552 com tetrahidrobiopterina
exdgena aumentou a quantidade de tetrahidrobiopterina intracelular. A
concentracdo de BH2 e de biopterinas totais foi feita por HPLC e a concentracdo de
BH4 determinada pela diminuicdo da concentracdo de biopterinas totais pela
concentragédo de BH2 na linhagem de melanoma Wm1552 na presenca ou auséncia
(NT) de 10 e 40 uM de BH4 exdgena. Os graficos de barra sdo resultado de trés
experimentos independentes e os valores estao representados em graficos de barras
e expresso como médias xdesvio padrdo. O teste estatistico realizado foi 0 ANOVA

de uma via seguida do pés- teste de Bonferroni, *p<0.05; **p<0.01.

5.10 Otratamento com tetrahidrobiopterinaaumentou a concentragdo de éxido
nitrico e reduziu a quantidade de espécies reativas de oxigénio nas células de

melanoma Wm1552

Para confirmar a eficiéncia do tratamento com BH4, a quantidade de NO e de
EROs foi avaliada na presenca de diferencas concentragcbes de BH4 nas células
Wm1552 tratadas por 16 horas. Foi observado que o tratamento aumentou a

concentracdo de NO nas concentragcdes de 10 e 40 uM (Figura 14A) e diminui a



quantidade de EROs na concentragado de 40 uM (Figura 14B), alterando o estado

redox celular.

>
o)

o=}

o
J
—-
o
]

[=2]
o
1

e
o
1

N
o
1
(unidades arbitrarias)
*

NO (uM/mg proteina)

Intensidade de fluorescéncia

NT 10 40
& S o __=

—r BH4 (uM)

FIGURA 14. A suplementacdo com tetrahidrobiopterina aumentou a
concentracdo de 6xido nitrico e reduziu a quantidade de espécies reativas de
oxigénio. As células Wm1552 foram tratadas com concentragdes crescentes de BH4
(10 e 40 pM) por 16 horas e a quantidade de NO (A) e EROs (B) foi avaliada pelo
equipamento NOA e por citometria de fluxo utilizando o reagente Cell Rox,
respectivamente. Os gréaficos de barra séo resultado de trés experimentos realizados
em triplicata técnica e os valores estdo representados em graficos de barras e
expresso como médias +desvio padrao. O teste estatistico realizado foi o ANOVA de

uma via seguida do poés- teste de Bonferroni, *p<0.05.

5.11 O tratamento com tetrahidrobiopterina n&do alterou a viabilidade dos

melanécitos

A viabilidade dos melandcitos também foi avaliada na presenca ou auséncia
(NT) de BH4 exdégena nas concentragdes de 10, 20 e 40 uM por até 96 horas e nao
observamos alteracdo da viabilidade em nenhuma das concentragbes (Figuralb),

mostrando que a suplementacdo com BH4 exdgena nao € toxica para células normais.
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FIGURA 15. A viabilidade dos melanécitos ndo € alterada na presenca de
tetrahidrobiopterina. O melandcito foi tratado com as concentracées de 10 uM, 20
UM e 40 uM de BH4 por 24, 48, 72 e 96 horas e em seguida a viabilidade celular foi
avaliada com o sal de o 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazé6lio (MTT). Os
valores estéo representados em graficos de barras e expresso como médias +desvio
padrdo. Os experimentos foram realizados em quadruplicata e o teste estatistico

realizado foi 0 ANOVA de duas vias seguida do pés-teste de Bonferroni, *p<0.05.

5.12 O tratamento com tetrahidrobiopterina exdgena aumenta a concentragcao

intracelular de biopterinas nos melandcitos

Para avaliar a eficiéncia do tratamento com BH4, a quantidade de biopterinas
foi analisada nos melanécitos apés suplementacdo com BH4 por 96 horas nas
concentragdes de 10 e 40 uM. Observamos aumento da concentracao de BH4 (Figura
16A) e BH2 (Figura 16B) apos tratamento com 40 yM de BH4 exdgeno. A quantidade
total de biopterinas aumentou apds o tratamento com 10 e 40 yM (Figura 16D), no
entanto, ndo observamos alteracdo significativa da razdo BH4:BH2 apds a

suplementagcdo com BH4 (Figura 16C).
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FIGURA 16. O tratamento com tetrahidrobiopterina exdédgena aumentou a
guantidade de tetrahidrobiopterina intracelular. A concentracdo de BH2 e de
biopterinas totais foi feita por HPLC e a concentracdo de BH4 determinada pela
diminuicdo da concentracdo de biopterinas totais pela concentracdo de BH2 nos
melandécitos na presenga ou auséncia (NT) de 10 e 40 uM de BH4 exdégena. Os
graficos de barra sao resultado de trés experimentos independentes e os valores
estdo representados em graficos de barras e expresso como médias tdesvio padrao.
O teste estatistico realizado foi o0 ANOVA de uma via seguida do pOs- teste de
Bonferroni, *p<0.05; **p<0.01.

5.13 A viabilidade celular da linhagem de melanoma metastatico Wm983 é
diminuida na presenca de DAHP

Como a concentracao de BH4 esta aumentada na linhagem de melanoma
metastatico Wm983 quando comparado ao melandécito e a linhagem Wm1552,

sugerindo que a BH4 nesta fase do melanoma esteja contribuindo para o



desenvolvimento do tumor, avaliamos a viabilidade da linhagem Wm983 na presenca
de DAHP, inibidor competitivo da enzima GTPCH1, inibindo, dessa maneira, a
producdo de BH4 através da via de novo, ja que a GTPCHL1 é a enzima limitante na
sintese de BH4 por esta via. Observamos que o tratamento com 2 e 4 mM de DAHP

reduziu a viabilidade das células Wm983 a partir de 72 horas (Figura 17).
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FIGURA 17. A viabilidade linhagem de melanoma metastatico Wm983 foi
reduzida apo6s o tratamento com DAHP. A linhagem Wm983 foi tratada com as
concentragdes de 1 mM, 2 mM e 4 mM de DAHP nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas
e em seguida a viabilidade celular foi avaliada com o sal de o 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2, 5-difenil-2H-tetrazolio (MTT). Os valores estéo representados em graficos de barras
e expresso como meédias tdesvio padrdo. Os experimentos foram realizados em
quadruplicata biol6gica e o teste estatistico realizado foi o ANOVA de duas vias
seguida do pés-teste de Bonferroni, **p<0.01; ***p<0.0001.

5.14 O tratamento com DAHP reduziu a capacidade clonogénica da linhagem

de melanoma metastatico Wm983

Avaliamos a capacidade clonogénica da linhagem Wm983 quando tratada com
doses crescentes de DAHP (2 mM e 4 mM) por 12 dias e observamos reducéo da

formacado de clones em relacdo as células que ndo foram tratadas com DAHP (NT)



(Figura 18). Os resultados da Wm983 na presenca de DAHP sugerem que o aumento
da concentracdo de BH4 nas fases mais avangcadas do melanoma estéa associada a

manutencao do fenétipo agressivo, contribuindo para o crescimento das células.
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FIGURA 18. A capacidade clonogénica da linhagem de melanomoa metastatico
Wm983 foi reduzida apos o tratamento com DAHP. A linhagem de melanoma
Wm983 foi tratada com as concentractes de 2 mM e 4 mM de DAHP por 12 dias e
em seguida a capacidade clonogénica foi avaliada. Os valores estao representados
em graficos de barras e expresso como médias tdesvio padrdo. O experimento foi
realizado em setuplicata e o teste estatistico realizado foi o ANOVa de uma via

seguido do poés-teste de Bonferroni, *p<0.05, **p<0.001.

5.15 O tratamento com DAHP néo alterou o crescimento em 3D das células de

melanoma metastatico Wm983

Para analisar a importancia da BH4 no crescimento em 3D da linhagem de
melanoma metastatico Wm983, as células foram tratadas com 2 e 4mM por cinco dias
apos a formacéo das esferas. Apesar do DAHP diminuir a viabilidade e a capacidade
clonogénica das células Wm983, ndo observamos alteragdo da area das esferas

formadas por essas células no periodo de cinco dias (Figura 19). Além disso, nao



observamos diferenca na area de necrose, a parte mais escura identificada nas
esferas. Precisamos acompanhar o crescimento em 3D por mais dias na presenca de
DAHP para avaliar o seu efeito. Nao foi possivel observar o crescimento das esferas
por mais tempo, pois as mesmas se desfaziam, ou seja, as células perdiam a interacéao
célula-célula, o que parece ser uma caracteristica da propria célula. Um novo
protocolo utilizando o alginato, um polimero que encapsula as células, facilitando a
formacgéo dos esferoides, sera realizado.
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FIGURA 19. O crescimento em 3D dalinhagem de melanoma metastatico Wm983
nédo foi alterado na presenca de DAHP. As células foram plaqueadas em condictes
ndo aderentes em micromoldes de agarose. Apés a formacédo das esferas (0 horas) o
tratamento com DAHP 2 e 4 mM foi iniciado e a formacao de esferas foi acompanhada
até o tempo 96 horas. Imagens de 10 esferas foram adquiridas a cada dia e a area
mensurada (A). No Dia 5 foi mensurada a area das esferas dos trés grupos (B). O
grafico de barra é resultado de um experimento preliminar e os valores estdo
representados em graficos de barras e expresso como médias tdesvio padréo. O teste
estatistico realizado foi o ANOVA de uma via seguida do pos- teste de Bonferroni,
*p<0.05.



5.16 O tratamento com DAHP reduziu a concentracdo de biopterinas na

linhagem de melanoma metastatico Wm983

Para verificar a eficiéncia do tratamento com DAHP, a concentracdo de
biopterinas foi avaliada na presenca ou auséncia (NT) de 4 mM de DAHP por 96 horas.
Observamos diminuicdo da concentracéo de BH4 (Figura 20A) e de biopterinas totais
(Figura 20D) e da razdao BH4:BH2 (Figura 20C). No entanto, ndo observamos
alteracdo da quantidade de BH2 (Figura 20B).
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FIGURA 20. O tratamento com DAHP reduziu a quantidade de
tetrahidrobiopterina intracelular. A concentracdo de BH2 e de biopterinas totais foi
feita por HPLC e a concentracdo de BH4 determinada pela diminuicdo da
concentracéo de biopterinas totais pela concentracdo de BH2 na linhagem Wm983 na
presenca ou auséncia (NT) de 4 mM de DAHP. Os graficos de barra sdo resultado de
trés experimentos independentes e 0s valores estdo representados em graficos de
barras e expresso como médias xdesvio padrao. O teste estatistico realizado foi o

ANOVA de uma via seguida do pos- teste de Bonferroni, **p<0.01.



5.17 O tratamento com DAHP diminuiu a quantidade de oOxido nitrico e
aumentou de espécies reativas de oxigénio na linhagem de melanoma

metastatico Wm983

Como a diminuicdo da viabilidade celular e da capacidade clonogénica da
linhagem de melanoma metastatica Wm983 na presenca de DAHP pode ocorrer
devido ao desbalanco entre a quantidade de EROs e NO como j& observado em outras
células tumorais (Goncaves et al., 2019), avaliamos a quantidade de NO por
fluorimetria usando o fluoro6foro DAF e a quantidade de EROs por citdmetro de fluxo
utilizando o fluoréforo Cell Rox. As células foram tratadas com as concentracfes de 2
mM e 4 mM de DAHP e observamos a reducéo do NO (Figura 21A) e aumento de
EROs (Figura 21B), o que é condizente com a diminuigdo da concentracéo de BH4.

B

w
|

1.0+

*x

N
1

0.6

0.4

-
1

(unidades arbitrarias)

0.2

Intensidade de fluorescéncia

0.0 T T
NT 2

o

Intensidade de fluorescéncia relativa
(unidades arbitrarias)

NT 2 4

DAHP (mM) DAHP (mM)

FIGURA 19. O tratamento com DAHP reduziu os niveis de 6xido nitrico e
aumentou a quantidade de espécies reativas de oxigénio na linhagem de
melanoma metastatico Wm983. A dosagem de NO foi feita por fluorimetria usando
o fluoréforo DAF e de EROs por citometria utilizando o fluoréforo Cell Rox na linhagem
de melanoma metastatico Wm983 tratada com DAHP nas concentragfes de 2 mM e
4 mM. Os valores estdo representados em graficos de barras e expressos como
médias +desvio padrdo. O experimento foi realizado em triplicata biologica e o teste
estatistico realizado foi o ANOVA de uma via seguida do pés-teste de Bonferroni.
**n<0.01; ***p<0.0001.



5.18 O tratamento com DAHP néao alterou a viabilidade dos melanécitos

Os melandcitos foram tratados com concentracdes crescentes de DAHP (1, 2
e 4 mM) por 24, 48, 72 e 96 horas e a viabilidade celular avaliada por MTT.
Observamos que a viabilidade dos melandcitos ndo foi alterada em nenhuma das
concentracbes de DAHP utilizadas (Figura 22), mostrando que o tratamento nédo é

toxico para as células normais, mas é para as células de melanoma.

6_
L1 NT

B II /| 1 mM
2 4] B 2 mM
© Il 4 mM
)
©
c
o
5 2
8
~ 0 A

LG |

0 24 48 72 96

Tempo (horas)

FIGURA 22. A viabilidade dos melanécitos ndo é alterada na presenca de DAHP.
Os melandcitos foram tratados com as concentracdes de 1, 2 e 4 mM de DAHP por
24, 48, 72 e 96 horas e em seguida a viabilidade celular foi avaliada com o sal de o 3-
(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazélio (MTT). Os valores estédo representados
em graficos de barras e expresso como médias +desvio padrdo. Os experimentos
foram realizados em triplicata e o teste estatistico realizado foi o ANOVA de duas vias

seguida do pés-teste de Bonferroni, *p<0.05.



6 DISCUSSAO

O funcionamento das enzimas NOSs € regulado por inUmeros cofatores, sendo
indispensavel a participacdo da BH4. A BH4 é uma pteridina que se liga a aminoacidos
presentes no dominio oxigenase de ambos os mondémeros da NOS mantendo a
estabilidade do dimero e aumentando a interacdo do substrato L-arginina com a
enzima e participando diretamente da catélise da reacdo, onde a L-arginina e o
oxigénio molecular sdo convertidos em NO e L-citrulina. A auséncia de BH4 leva a
disfuncédo da NOS, causando diminuicdo da sintese de NO e levando a formacéo de
anion superoxido, processo chamado de desacoplamento. O papel do
desacoplamento das NOSs ja foi descrito em doencas cardiovasculares e neuronais,
no entanto, a contribuicdo da BH4 na transformag&o maligna e na progresséo tumoral
nao esta esclarecida. Os trabalhos na area mostram resultados contraditérios, o que
parece estar relacionado ao tipo de cancer e o estadiamento do tumor, o que por sua
vez, pode estar associado a atividade de diferentes vias de sinalizacdo que sé&o
reguladas por EROs e NO. O desacoplamento da NOS pode desencadear a
desregulacédo redox da célula ao alterar o balanco entre EROs e NO. Como a atividade
dessas moléculas depende da sua concentracdo e da localizacao subcelular onde séao
produzidas, a alteracdo da concentracdo de BH4 e consequentemente da atividade
da NOS pode levar a diferentes alteracdes fenotipicas e comportamentais. Para
entender melhor o papel da BH4 no desenvolvimento do melanoma, escolhemos um
modelo que consiste em células que representam diferentes fases da progresséo do
melanoma, entre elas os melandcitos, a linhagem Wm1552 que corresponde ao
melanoma de crescimento radial, as linhagens que representam o melanoma de
crescimento vertical Wm793 e Wm1366 e as linhagens Wm983 e Lul205 que

representam o melanoma metastatico.

Apesar da BH4 poder ser formada pelas vias de salvamento e de reciclagem,
a principal via de sintese, em situacdes fisioldgicas e patoldgicas, € a via de novo, da
qual faz parte a enzima limitante GTPCH1 (Taham et al.,, 2009). A expressdo da
GTPCH1 é regulada por varios mecanismos em diferentes tipos celulares. Ja foi
demonstrado que a combinacgdo das citocinas IFN-y, IL-1B e TNF-a ou o tratamento
com o lipopolissacarideo LPS aumentam a transcricdo do gene GCH1 em células
endoteliais, astrocitos, osteblastos e miécitos cardiacos de rato (Katusic et al., 1993;
Hattori et al., 1993; Sakai et al., 1995; Rosenkranz-Weiss et al., 1994). A expresséo



do gene também é regulada por diferentes fatores de transcricdo como NF-kB, AP-1
e NRF2, o que parece ser célula dependente (Hattori et al., 1996; Hattori et al., 1997,
Togari et al., 1998; Xue et al., 2017). Também foi observado em carcinoma de células
escamosas de esodfago, que a estabilidade do RNAmM do gene GCHL1 é regulada pela
proteina ligadora de RNA AUF1 (Gato et al.,, 2016). No melanoma, o0 aumento da
expressdo de inUmeras citocinas em comparacao a contraparte normal, entre elas
TNF-a, IFN-y e IL-1B, tém papel pré-tumoral, estimulando a proliferacdo, a
angiogénese e protegendo da apoptose (Zaidi et al., 2011; Nenu et al., 2015). Além
disso, os fatores de transcricdo AP-1, NRF2 e NF-kB tém papel fundamental na
melanomagénese (kappelmann et al., 2014; Rocha et al., 2016; Fan et al., 2017,
Dantonio et al., 2018; Sanghvi et al., 2019). Em melanomas também ja foi
demonstrado que a diminuicdo de AUF1 causa aumento de proteinas associadas a
proliferacéo (Brewer et al., 2013; Sun et al., 2016). Inclusive em algumas das células
de melanoma estudadas (Wm793, Lul205 e Wm983) foi observado aumento da
transcricdo de NRF2 e AUF1 em relacdo aos melandcitos (dados nédo publicados). No
entanto, ndo existem estudos relacionando a expressdo de GCH1 e essas moléculas.
Portanto, o aumento da transcricdo do gene GCHL1 (Figura 5A) observado em todas
as linhagens de melanoma pode estar sendo regulado por inUmeros fatores que
contribuem para a progressao tumoral, sugerindo papel do gene GCH1 na génese do

melanoma.

A guantidade de proteina também foi avaliada e observamos aumento em todas
as linhagens de melanoma estudadas, exceto na linhagem Lul1205 (Figura 5B). Ja
foram relatados que alguns fatores regulam o turnover da proteina GTPCH1. Em
resposta ao estresse oxidativo, a GTPCH1 é degradada pelo sistema ubiquitina-
proteassoma em células endoteliais (Xu et al., 2007; Abdelghany et al., 2018). No
entanto, baixas concentracdes de peroxido de hidrogénio aumentam a quantidade de
GTPCH1 e a concentracdo de BH4 pela ativacao da via de Jak2-Statl (Shimizu et al.,
2008), mostrando que o controle da quantidade de proteina depende da concentracao
de EROs. Porém, ndo é possivel explicar a diminuicdo de GTPCH1 na linhagem
Lul205 baseando-se na quantidade de EROs, visto que todas as linhagens possuem
niveis semelhantes (Figura 7 e dados ndo mostrados), portanto, outros fatores estao

associados a essa reducao e precisam ser investigados.



A anélise da concentracdo de biopterinas mostrou curiosamente diminuicao de
BH4 na linhagem Wm1552 em relagdo aos melandcitos e a linhagem Wm983 (Figura
6A) e aumento de BH4, biopterinas totais e da razdo BH4:BH2 na linhagem Wm983
em relacéo a todas as linhagens avaliadas (Figura 6A, C e D). Esses dados mostram
gue o aumento da quantidade de GTPCHL1 na linhagem Wm1552 né&o foi o suficiente
para aumentar a concentragdo de biopterinas, sugerindo que outros mecanismos
estdo regulando a atividade da enzima. De fato, a atividade da GTPCH1 é regulada
por outros fatores, entre eles a sua localizacdo subcelular, interacdo com outras

proteinas e modificacBes pds-traducionais como a fosforilacao.

Foi mostrado que em células endoteliais e fibroblastos de ratos como em
modelo in vivo, que a relagédo entre a expressao de GCH1 e a quantidade e atividade
da GTPCH1 e a concentracdo de BH4 € linear, ou seja, o aumento dos niveis de BH4
ocorre concomitantemente com o aumento da expressdo de GCH1 em condi¢des
fisiologicas (Tatham et al., 2009). No entanto, na presenca de citocinas proé-
inflamatérias bem como com o aumento de EROs essa relacao € perdida (Gesierich
et al., 2003; Kalivendi et al., 2005; Nandi et al., 2008) como observado nas fases mais
iniciais do desenvolvimento do melanoma, o que pode estar relacionado ao aumento
da expressédo da enzima GTP feedback regulator protein (GCHFR). A presenca da
enzima ja foi mostrada em varios tecidos (Milstien et al., 1996; Gesierich et al., 2003),
e a sua interacdo com a GTPCH1 foi observada primeiramente em figados de ratos
na presenca de fenilalanina ou BH4 e GTP, ativando ou inibindo, respectivamente, a
atividade da GTPCHL1 e consequentemente alterando a concentracéo de BH4 (Harada
et al., 1993) através de um mecanismo alostérico mediado pela interacdo proteina-
proteina. Acredita-se que esse mecanismo ocorra também in vivo, ja que o tratamento
oral com fenilalanina aumenta a concentracdo de BH4 plasmatico, o que ndo ocorre
em pacientes que tém mutacdo em GCH1 com perda de funcdo (Saunders-Pullman
et al., 2004). A interacdo entre as duas proteinas também foi identificada em
melandcitos epidermais e queratinécitos humanos (Chavan et al., 2006), sugerindo
que a interacdo também possa ocorrer em células de melanoma. Dados do nosso
grupo mostraram que a expressdo do gene GCHFR esta aumentada em todas as
linhagens de melanoma em relagdo aos melandcitos, inclusive na linhagem Wm1552

(dados ndo mostrados), o que poderia estar contribuindo para a diminuicdo de BH4.



A fosforilacdo do residuo de serina 81 da GTPCH1 pela subunidade a da
caseina quinase 2 em resposta a tensao de cisalhamento laminar leva ao aumento da
atividade da enzima em células endoteliais, pois impede a interagdo da mesma com
a GFRP, aumentando a concentracao de BH4 (Li et al., 2010). Somando-se a isso, a
expressdo da caseina quinase 2 esta aumentada em células de melanoma e esta
associada ao aumento da proliferacdo e a quimioresisténcia de células de melanoma
BRAF V600E (Zhou et al., 2016; Lin et al., 2018) Portanto, nas outras linhagens de
melanoma, a fosforilacédo pode estar impedindo a interacdo da GFRP com a GTPCH1,

apesar do aumento da sua expressao.

Além disso, foi identificado que a GTPCH1 também pode ser encontrada nas
caveolas de células endoteliais e em aortas in vivo co-localizando com a caveolina-1.
A atividade da GTPCHL1 estd aumentada nas aortas de animais nulizigotos para o
gene da caveolina-1, da mesma maneira que a superexpressado do gene em células
endoteliais humanas inibiu a atividade da GTPCH1, mostrando que a caveolina-1 é
um dos reguladores da atividade da GTPCH1 (Peterson et al., 2009). Dados do nosso
grupo mostram que a quantidade de caveolina-1 diminui ao longo da progresséo do
melanoma, sendo quase inexistente na linhagem Wm983 (Xisto et al, em elaboracéo),

onde encontramos a maior concentragéo de BH4 (Figura 6A).

A reducdo de BH4 na linhagem Wm1152 poderia ser explicada também pelo
aumento do seu catabolismo, ou seja, aumento da sua oxidacao e formacéo de BH2,
no entanto, ndo observamos alteracdo da concentracdo de BH2 em nenhuma das
linhagens avaliadas (Figura 6B). Além disso, a expressdo das enzimas da via de
salvamento DHFR e SPR estdo aumentadas em todas as linhagens de melanoma,
sugerindo que essa via ndo esta prejudicada nas linhagens de melanoma (dados nao
publicados) e ajuda a manter os niveis de BH4. Devido ao aumento da sintese de
BH4, observamos aumento da concentracdo de biopterinas na linhagem Wm983
(Figura 6D). Arazdo BH4:BH2 estéa alterada somente na linhagem Wm983 em relagéo
aos melandcitos e a linhagem Wm1552 (Figura 6C), onde encontra-se aumentada.
Um dos fatores que indicam o desacoplamento das NOSs € a diminuicdo dos niveis
de BH4 e da razdo BH4:BH2 (Faria et al., 2012; Yuyun et al., 2018; Goncalves et al.,
2019). Como a forma oxidada de BH4, a BH2, também se liga ao sitio ativo da enzima
com a mesma afinidade, no entanto, sem catalisar a reacédo, a razao BH4:BH2 nos

indica quem tem a maior probabilidade de se ligar a enzima (Yuyun et al, 2018).



Portanto, na célula de melanoma metastatico Wm983 a BH4 teria maior probabilidade
de se ligar, o que sugere que nessa linhagem, se ocorrer o desacoplamento da NOS,
ndo sera causado pela alteracdo da concentracdo de biopterinas. Apesar de nao
observamos diminuicéo da razdo BH4:BH2 na linhagem Wm1552, temos menos BH4
(Figura 6A). Em células endoteliais foi demonstrado que nédo s6 a razdo BH4:BH2,
mas também a relacdo estequiométrica entre a BH4 e a enzima NOS é um aspecto a
ser avaliado (Crabtree et al., 2009; Kim et al., 2020), pois com maior quantidade de
enzima precisamos de mais BH4 para se ligar ao sitio ativo e catalisar a reacédo. Dados
do nosso grupo mostraram aumento da eNOS e da nNOS na linhagem Wm1552 (Xisto
et al., em elaboracédo), o que poderia contribuir para o desacoplamento da NOS nas
fases mais iniciais da progressédo do melanoma, levando ao aumento da producgéo de
EROs, 0 que por sua vez, estaria associado ao desenvolvimento do melanoma. No
entanto, outros aspectos como quantidade de EROs e NO também devem ser
analisados para inferir sobre o desacoplamento das NOSs. Concluindo, os resultados
indicam que a diminuicdo de BH4 na linhagem Wm1552 é causada pela reducao da
atividade da GTPCH1, enquanto que o aumento de BH4 na linhagem Wm983 é
causada pela superatividade da enzima, o que pode estar relacionado a diferentes

mecanismos que precisam ser avaliados.

Observamos aumento de EROs nas linhagens Wm1552, Wm793 e Wm983 em
relacdo aos melandcitos (Figura 7). Nossos resultados corroboram com os dados da
literatura, pois ja foi mostrado que os niveis de EROs estdo aumentados no melanoma
e contribuem com a melanomagénese, levando ao aumento da proliferacéo e inibicao
da apoptose (Melo et al., 2013; Delgado-Goni et al., 2016; Anthony et al., 2017). O
aumento de EROs no melanoma pode ocorrer devido a disfuncdo mitocondrial, ao
aumento da atividade da NADPH oxidase e ao desacoplamento da NOS (Prasad et
al., 2016; Chong et al., 2019; Gongalves et al., 2019; Fukai et al., 2020). Dados do
Nnosso grupo mostram que as NOSs estdo expressas de maneira diferencial ao longo
da progressao do melanoma e que somente a NNOS seria fonte de anion superoxido
nas linhagens de melanoma de crescimento radial Wm1552, de crescimento vertical
Wm793 e metastatico Wm983, enquanto a eNOS é fonte de NO nas linhagens Wm793
e Wm983 (Xisto et al., em elaboracéo). O desacoplamento seria parcial visto que a
NNOS também esta produzindo NO nas células Wm793 e Wm983. Observamos

também diminuicdo da concentracdo de NO nas linhagens Wm1552, Wm793 e



Wm983 (Figura 8A e B). Esses dados em conjunto sugerem que o desacoplamento
da nNOS esté ocorrendo em todas linhagens, sendo que na linhagem Wm1552 parece
que é devido a diminuicdo de BH4 e nas linhagens Wm793 e Wm983 por outros
fatores como alteracdo do status de fosforilacdo, diminuicdo do substrato L-arginina,
alteracdo da estequiometria entre a quantidade de proteina e concentracdo de BH4
ou a localizagéo da nNOS (Luo et al., 2014; Kim et al., 2020), os quais precisam ser
avaliados. O desacoplamento das NOSs contribui para o desbalanc¢o redox da célula,
causando aumento de EROs e reducdo de NO, o que esta associado ao
desenvolvimento de patologias, inclusive o céancer (Mijatovic et al., 2020).
Concentragdes elevadas de NO causam parada no ciclo celular e apoptose, enquanto
que em baixas concentracdes estimulam a proliferacdo (Vannini et al., 2015; Sun et
al., 2016). Além disso, por ser uma molécula pequena e que difunde livremente em
solucbes aquosas e pela membrana, o NO pode reagir com iniUmeras proteinas,
podendo desencadear a morte celular atraves da ativagéo de p53, por exemplo (Briine
et al., 2003; Yang et al., 2008; Chen et al., 2015). Somando-se a isso, o NO ao causar
disfuncé@o mitocondrial, eleva a concentracdo de EROs a niveis toxicos para a célula
(Guizzardi et al., 2020; Rodriguez-Hernandez et al., 2020). Portanto, a diminuicdo de
NO nas células de melanoma seria um mecanismo para impedir o estresse oxidativo
e consequentemente a apoptose, jA que essas células ja apresentam grandes
guantidades de EROs.

Em seguida observamos como as alteracbes na concentracdo de BH4 e
consequentemente de NO e EROs alteraram o comportamento das células que
representam as fases mais iniciais e tardias do desenvolvimento do melanoma. Como
observamos reducdo de BH4 intracelular na linhagem Wm1552, as células foram
tratadas com concentracdes crescentes de BH4 exdgena e a viabilidade e capacidade
clonogénica foram avaliadas. Os resultados mostram que o tratamento com BH4
exdgeno causou reducdo da viabilidade celular (Figura 9) e da capacidade
clonogénica (Figura 10) na linhagem Wm1552, que representa as fases iniciais da
progressdo do melanoma. O crescimento em 3D das células Wm1552 também foi
avaliado na presenca de BH4. Esse experimento foi realizado para tentar mimetizar o
gue acontece in vivo, ja que o crescimento em 3D representa melhor o microambiente
tumoral. Observamos que a partir do tempo 48 horas, a area das esferas tratadas com

BH4 é menor do que das esferas nao tratadas (NT) (Figura 11). Esse resultado sugere



gue o tratamento com BH4 tem potencial para inibir o desenvolvimento do melanoma

in vivo nas fases iniciais.

O tratamento com BH4 também tornou as células de melanoma mais sensiveis
ao vemurafenibe (Figura 12B), droga que tem como alvo células de melanoma com
mutacdo em BRAF (V600E) (Montor et al., 2018). Essa mutacdo leva a ativacao
constitutiva da via de sinalizacdo das MAPKs, onde BRAF, uma serina-treonino
quinase, fosforila MEK, que por sua vez fosforila ERK, culminando na sobrevivéncia e
proliferacdo de células de melanoma (Luebker et al., 2019). O desenvolvimento de
terapias-alvo trouxe maior perspectiva para 0s pacientes com melanoma, no entanto,
0 estabelecimento de quimioresisténcia a esses tratamentos mostrou que novas
drogas precisam ser investigadas. Véarios mecanismos de desenvolvimento de
resisténcia foram mostrados (Montor et al., 2018; Luebker et al., 2019), sendo um
deles o aumento de EROs pela superativacdo da fosforilacdo oxidativa (Corazao-
Rosas et al., 2013; Delgado-Goni et al., 2016). O aumento de EROs leva a ativacao
de vias de sinalizacdo associadas a proliferacéo e resisténcia a apoptose. Como o
tratamento com BH4 exdgeno foi eficiente, pois foi observado aumento da
concentracdo de BH4 e das biopterinas totais (Figura 13A e D) e consequentemente
elevacédo da quantidade de NO (Figura 14A) e diminuicdo de EROs (Figura 14B),
acreditamos que o aumento da sensibilidade ao vemurafenibe seja resultado da
alteracdo do estado redox da célula, o que desencadearia o desbalan¢o das vias de
sinalizacdo de sobrevivéncia reguladas por EROs e NO. Como sdo moléculas que
modificam a atividade de inUmeras proteinas de diferentes vias de transducao de
sinal, o comportamento da célula seria o resultado da combinacédo dessas vias. Como
dito anteriormente, os dados acerca do papel da BH4 no desenvolvimento das
neoplasias sdo contraditorios o que parece estar relacionado ao tipo e estadiamento
tumoral, o que reflete alteracbes em diferentes vias de sinalizacdo e como elas
controlam processos biologicos como proliferacdo e apoptose. De fato, parece que
em tumores menos agressivos, a BH4 age como uma molécula supressora. Cardnell
et al observaram que o tratamento com L-sepiapterina, precursor de BH4 na via de
salvamento, diminui a formacgéo de tumores de colon em camundongos que foram
induzidos quimicamente, porém nao diminui o tamanho dos tumores (Cardnell et al.,
2013), mostrando que o tratamento interferiu na transformacéo maligna, mas nao no

desenvolvimento do tumor. Em outro estudo foi mostrado que a suplementacédo com



L-sepiapterina diminui a incidéncia de tumores de mama no modelo animal MMTVneu,
que desenvolve cancer de mama espontaneamente (Rabender et al., 2015). Além
disso, foi mostrado que o tratamento com L-sepiapterina diminui a capacidade
clonogénica das células MCF-7, linhagem de cancer de mama considerada menos
agressiva, pois € RE e RP positiva. Nesses trabalhos também foi demonstrado que o
tratamento com L-sepiapterina aumentou a concentragéo intracelular de BH4. Esses
dados da literatura em conjunto sugerem que o aumento de BH4 em tumores menos
agressivos ou nhas fases iniciais de desenvolvimento inibe a proliferacdo e o
crescimento do tumor. Um dos mecanismos associados a isso seria 0 aumento de
NO, que em altas concentra¢des pode levar a morte celular (Yarlagadda et al., 2017;
Somasundaram et al., 2019). Isso ocorre através de modificacdes pos-traducionais,
como nitrosilacéo e nitracao, alterando a atividade de inUmeras proteinas, sensiveis a
alteracdes redox, que fazem parte de vias de sinalizacdo que estdo associadas a
génese do melanoma e de outros canceres. Somando-se a isso, 0 NO também regula
a expressado génica através da modulacéo de vias de sinalizagdo, como por exemplo,
das vias de RAS e PI3K (Yarlagadda et al., 2017; Somasundaram et al., 2019). Um
dos alvos do NO associado ao desenvolvimento do melanoma é o fator de transcricdo
NF-kB (Tang et al., 2016), o qual tem sua atividade estimulada pela nitracdo do
residuo de tirosina 181 e inibida pela nitrosilagéo do residuo de cisteina 38 (Rabender
et al.,, 2015). A nitracdo é mediada pelo peroxinitrito ou por EROs enquanto a
nitrosilacdo pelo NO. A atividade da proteina supressora tumoral p53 também é
regulada pela quantidade de NO. Foi mostrado que o aumento de NO estabiliza a
proteina p53, a qual desencadeia a parada no ciclo celular e apoptose (Yarlagadda et
al., 2017; Somasundaram et al., 2019). O aumento de NO também promove a ativacao
das caspases e inibe a proteina anti-apoptética Bcl-2 (Yarlagadda et al., 2017).
Células de melanoma tratadas com evodiamina, um indutor de iINOS, apresentaram
aumento da producao de NO e da fosforilacdo de p53, eventos associados a apoptose
dependente de NF-kB e p38 (Yang et al., 2008). Portanto, o aumento de NO apos o
tratamento com BH4 estaria reduzindo a viabilidade das células Wm1552 por inibir a
atividade de proteinas associadas a sobrevivéncia celular e apoptose, como NF-kB,
p53 e as caspases. O estudo de quais vias de sinaliza¢cao estao alteradas na presenca
de BH4 estdo em andamento. Além disso, sabe-se que o aumento de EROs induz a
transformacdo maligna de melandcitos através da ativacdo de vias de proliferagédo

(Campos et al., 2007; Zaidi et al., 2008, Melo et al., 2013), sendo essencial nas fases



iniciais da melanomagénese. Portanto, a reducao de EROs apds o tratamento com
BH4 concomitantemente com a elevacdo de NO parece estar contribuindo para o
fenétipo observado nas células Wm1552, que correspondem as fases iniciais do

desenvolvimento do melanoma.

O tratamento com BH4 nao alterou a viabilidade dos melandcitos (Figura 15),
apesar do tratamento ter sido eficiente (Figura 16), mostrando que o aumento de NO
nessas células ndo modifica esse comportamento. Em células ndo tumorais, entre
elas, células musculares, endoteliais e mesangiais (Wang et al., 2016) observou-se
aumento da proliferacdo apds o tratamento com BH4, o que pode estar associado a
modificacdes em vias de sinalizagdo de proliferacdo que ndo sdo moduladas nos
melandcitos. Por exemplo, nas células mesangiais o tratamento com BH4 causou
acumulo de laminina e colageno 1V, proteinas de matriz extracelular associadas a
proliferacdo (Wang et al., 2016). Por outro lado, a inibicdo da sintese de BH4 em

linfécitos T reduziu a proliferagéo in vitro e in vivo (Cronin et al., 2018).

Como na linhagem de melanoma metastatico foi observado aumento da
concentracdo de BH4 fomos avaliar parametros associadas ao desenvolvimento do
tumor como viabilidade e capacidade clonogénica na presenca de DAHP, inibidor da
GTPCH1. O tratamento com DAHP diminui a viabilidade (Figura 17) e a capacidade
clonogénica das células (Figura 18), mostrando o envolvimento da BH4 em processos
importantes para a sobrevivéncia e proliferacdo celular nas fases mais tardias do
desenvolvimento do melanoma. No entanto, o tratamento com DAHP n&o alterou o
crescimento em 3D das células Wm983 nos cinco primeiros dias (Figura 19). Talvez
possamos observar alguma alteracao quando as células forem tratadas por mais dias,
visto que esse experimento € mais complexo devido ao aumento das interacdes
célula-célula e da organizacao das células para formar os esferoides. So foi possivel
observar o crescimento das células por cinco dias, visto que as células perdiam a
interacao célula-célula muito facilmente e os esferoides se desfaziam. O experimento
sera realizado novamente na presenca de alginato, um polimero que vai proporcionar
mais facilmente a formacéo dos esferoides, pois ele encapsula as células. Dessa
maneira, acreditamos que vai ser possivel acompanhar o tratamento por mais tempo.
O tratamento com DAHP foi eficiente visto que observamos reducéo da concentracao
de BH4 e de biopterinas (Figura 20A e D) e da razdo BH4:BH2 (Figura 20C). Esses

dados corroboram com dados da literatura onde foi observado que a proliferacao de



células carcinoma de mama mais agressivas € inibido pelo silenciamento do gene
GCH1 em fibroblastos associados ao tumor em experimentos de co-cultura ou pelo
tratamento com DAHP (Chen et al., 2015). Também foi observado que células
progenitoras isoladas de glioblastoma apresentam maior expressao de GCH1 que as
células néo progenitoras (Tran et al., 2018). Além disso, a superexpressao de GCH1
nessas células estimulou a proliferagédo in vitro e in vivo. Células progenitoras tumorais
apresentam algumas caracteristicas como resisténcia a terapia, tornando-as células
mais agressivas. Esses dados em conjunto sugerem que podemos relacionar a
agressividade tumor com a quantidade de BH4 e que no caso de tumores mais
agressivos, a inibicdo da sua sintese promove a inibicdo da proliferacdo e do
crescimento tumoral. O tratamento com DAHP também diminuiu a concentracao de
NO (Figura 21A) e elevou de EROs (Figura 21B), sugerindo alteracdo do estado
redox da célula. Da mesma maneira que na linhagem de crescimento radial Wm1552,
a alteracdo do balanco entre NO e EROs pode modificar as vias de sinalizagao
ativadas e inibidas, levando a diminuigc&o da proliferacao.

Avaliamos também a viabilidade dos melandcitos na presenca de DAHP e
observamos que o tratamento ndo alterou o comportamento dessas células (Figura
22), mostrando a possibilidade de tratamento in vivo visto que ndo é toxico para

células nao tumorais.



7 CONCLUSAO

A concentracao alterada de BH4 ao longo da progressdo do melanoma, com
consequente modificagdo do balango entre NO e EROs e da homeostasia redox
celular, ativa diferentes vias de sinalizacdo que contribuem para o desenvolvimento
do melanoma nas diferentes fases de estadiamento. Nas fases mais iniciais da génese
do melanoma, a BH4 parece agir como uma molécula anti-tumoral, pois sua
concentracdo esta diminuida e a suplementacdo com BH4 exdgeno diminui a
viabilidade celular, a capacidade clonogénica e o crescimento em 3D das células,
além de aumentar a sensibilidade ao vemurafenibe. No melanoma metastatico, os
resultados sugerem que a BH4 seja uma molécula pré-tumoral, contribuindo de
maneira positiva para a sobrevivéncia das células. Esses dados abrem perspectivas
para novas estratégias terapéuticas que precisam ser avaliadas em ensaios pré-
clinicos.
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