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RESUMO

A incidéncia do melanoma cutdneo vem crescendo nos ultimos anos devido ao
aumento da expectativa de vida e da maior exposicdo aos raios ultravioleta. O
melanoma € um cancer extremamente agressivo, apresentando alta taxa de
metéstases e consequentemente grande mortalidade. O diagndstico tardio, a caréncia
de marcadores tumorais e a ineficiéncia das terapias disponiveis sdo 0s principais
fatores associados a alta letalidade. A alta capacidade proliferativa das células de
melanoma esta associada a alteracdo de inUmeras moléculas, entre elas, fatores de
crescimento, proteinas de sinaliza¢éo e reguladores do ciclo celular. Recentemente foi
descrita a acdo da enzima sepiapterina redutase no desenvolvimento e proliferacao de
diferentes tipos de cancer, entre eles, neuroblastoma, carcinoma hepatocelular e
cancer de mama. Os resultados sugerem que essa proteina contribua para o
desenvolvimento dessas neoplasias e tenha valor no prognostico dessas doencas.
Dados do nosso laboratério mostraram aumento progressivo da expressao da
sepiapterina redutase (SPR) ao longo da progressdo do melanoma, sugerindo que
essa enzima contribua para o desenvolvimento da doenca. A alta expressdo é mais
significativa nas linhagens metastaticas o que pode estar associado a agressividade
do melanoma. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o papel da sepiapterina
redutase (SR) ao longo do processo de progressdo do melanoma. Ao longo desse
projeto foi feito o silenciamento da SPR e foram obtidos trés clones, no entanto, apenas
dois permaneceram viaveis. A reducdo da quantidade de SR induziu aumento do tempo
de duplicacao das células e de espécies reativas de oxigénio e, diminuicdo da adeséo,
migracéao, invasao e 6xido nitrico Analise de amostras de melanoma cutaneo do banco
de dados TCGA (The Cancer Genome Atlas - https://cancergenome.nih.gov/) e do
Oncomine (www.oncomine.com) mostrou aumento da expressdo da SPR no
melanoma em relacdo a contraparte normal, na metastase em comparagdo com o0
tumor primario e correlacdo entre o aumento da expresséo da SPR e a menor sobrevida
dos pacientes. Esses dados em conjunto indicam o papel oncogénico dessa proteina.

Palavras-chave: melanoma; sepiapterina redutase; metastase; migracao; invasao.



ABSTRACT

The incidence of cutaneous melanoma has been growing in recent years due to
increased life expectancy and greater exposure to ultraviolet rays. Melanoma is an
extremely aggressive cancer, with a high rate of metastases and consequently high
mortality. Late diagnosis, lack of tumor markers and inefficiency of available therapies
are the main factors associated with high lethality. The high proliferative capacity of
melanoma cells is associated with the alteration of nhumerous molecules, including
growth factors, signaling proteins and cell cycle regulators. Recently, the action of the
enzyme sepiapterin reductase in the development and proliferation of different types of
cancer was described, including neuroblastoma, hepatocellular carcinoma and breast
cancer. The results suggest that this protein contributes to the development of these
neoplasms and has value in the prognosis of these diseases. Data from our laboratory
showed a progressive increase in sepiapterin reductase (SPR) expression along the
progression of melanoma, suggesting that this enzyme contributes to the development
of the disease. High expression is more significant in metastatic strains, which may be
associated with melanoma aggressiveness. Therefore, the objective of this work was to
evaluate the role of sepiapterin reductase (SR) throughout the melanoma progression
process. Throughout this project, SPR was silenced and three clones were obtained,
however, only two remained viable. The reduction in the amount of SR induced an
increase in the doubling time of cells and reactive oxygen species, and a decrease in
adhesion, migration, invasion and nitric oxide Analysis of cutaneous melanoma samples
from the TCGA database (The Cancer Genome Atlas - https ://cancergenome.nih.gov/)
and Oncomine (www.oncomine.com) showed increased SPR expression in melanoma
compared to the normal counterpart, in metastasis compared to the primary tumor, and
correlation between increased SPR expression SPR and lower patient survival. These
data together indicate the oncogenic role of this protein.

Keywords: melanoma; sepiapterin reductase; metastasis; migration; invasion .
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1. INTRODUCAO

A incidéncia mundial de varios canceres tem aumentado nas ultimas
décadas, tornando-se um problema de saude publica mundial. De acordo com as
estimativas mundiais do projeto Globocan 2018, da Agéncia Internacional para
Pesquisa em Cancer, da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ocorreram
aproximadamente 18,1 milhdes de casos novos de cancer e um total de 9,5
milhdes de mortes por cancer, em todo o mundo, em 2018 (Bray et al., 2018). Em
2020, foi estimado 19,3 milhdes de novos casos de cancer e aproximadamente 10
milhdes de mortes (Sung et al., 2021). A estimativa para o Brasil em 2020 aponta
a ocorréncia de cerca de 625 mil casos novos de cancer, reforcando a magnitude

do problema no pais (https://www.inca.gov.br/numeros-de-cancer).
1.1.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 8.450 novos
casos em 2020, segundo estimativas do INCA. O céancer de pele contém varios
subtipos, destacando-se o carcinoma basocelular, carcinoma de células
escamosas e o0 melanoma (Guerra and Crane, 2021). O melanoma cutaneo € o
cancer de pele que tem origem nos melandécitos, que séo células produtoras de
melanina. A maioria dos melandcitos 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, € a producédo de melanina, pigmento
cujo papel é a protecdo contra os raios ultravioletas (Cabrera et al., 2018). O
melanoma é a minoria dos tumores malignos de pele, representando 3% dos
canceres de pele (INCA, 2021) e em casos de diagnosticos precoces, tém bom
progndstico, sendo indicada a abordagem cirtrgica, segundo o INCA. Contudo, o
melanoma é o tipo de cancer de pele mais grave por alta capaciadade de
metastase e alta mortalidade nos casos metastaticos. Os fatores de risco para o
desenvolvimento do melanoma sao o tipo de pele, a presengca de nevus

displasicos e a exposicéo a luz ultravioleta (UV) (Strashilov and Uprdanov, 2021).
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A incidéncia do melanoma vem aumentando nos ultimos anos devido ao aumento
da expectativa de vida e maior exposicdo 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 2019, 1.159 6bitos por melanoma em homens e 819 em mulheres
(Atlas de Mortalidade por Cancer - SIM).

Dentre todos os tipos histoldégicos de melanoma, h& quatro mais prevalentes:
melanoma expansivo superficial (MES), melanoma lentigo maligno (MLM),
melanoma nodular (MN) e melanoma acral lentiginoso (MAL) (Lipsker et al., 2007).
Desses tipos, 0 MES € o mais comum e o MAL tem prevaléncia variavel de acordo

com a regido do pais (Cabrera et al., 2018).

O diagnéstico clinico do melanoma se faz através da anamnese, exame
fisico, e exames auxiliares, em especial da dermatoscopia para obter melhor
visualizacdo da lesdo. Na suspeita de melanoma, recomenda-se bidpsia excisional
(se possivel) e exame anatomopatolégico para confirmacdo diagndstica
(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. Logo, o diagnéstico nessa fase é crucial para que
a intervencao seja curativa e minimamente invasiva com consequente reducao 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, sendo estadiados pela AJCC 2017 em quatro grupos: até 1 mm, de
1,01 a2 mm, de 2,01 a4 mm e acima de 4 mm (Gershenwald et al., 2018). Quanto
maior for a espessura, maiores serdo as chances de metastase (de Braud et al.,
2003). Segundo a AJCC 2017, ainda, a ulceracdo é fator independente como

indicador de pior desfecho. Embora o indice mitético seja fator progndstico



importante e necessario para o laudo anatomopatolégico, ndo foi incluido como
parametro utilizado no estadiamento dos melanomas nesta versdo da AJCC
(Gershenwald et al., 2018).

No melanoma cutaneo ja foram descritas alteragcbes genéticas e
epigenéticas em inUmeros genes supressores de tumor e oncogenes, as quais
levam a desregulacéo de vias de sinalizacdo que controlam processos biologicos
essenciais para a manutencédo da homeostase celular, causando o descontrole da
proliferacdo celular, resisténcia a morte celular, reprogramacdo metabdlica,
capacidade de migrar e invadir outros tecidos e uma crescente instabilidade
gendbmica (Cigzynska et al., 2021). Mais recentemente foi estabelecida uma
classificagcdo gendmica do melanoma cutaneo em quatro tipos baseando-se nas
mutacOes mais prevalentes e que direcionam o0 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 mutaces em V600E BRAF
(presente em aproximadamente 50% dos melanomas) predizem a eficiéncia
clinica de inibidores de RAF como o vemurafenib; mutacdes que levam a ativacao
de KIT predizem resposta a inibidores de tirosinoquinases como o imatinib,
nilotinib e dasatinib, enquanto melanomas que contém mutacbes em NRAS
podem ter sensibilidade a inibidores de MEK como trametinib e cobimetinib
(Flaherty et al., 2012; Montor et al., 2018). Outras mutac¢des que podem configurar
estratégias terapéuticas sao inativacdes do gene CDNK2A, que codifica o inibidor
do ciclo celular p16INK4A; amplificagcbes ou mutagcbes em MITF, resultando na
desregulacéo da apoptose e a inativagdo de PTEN, levando a ativagcédo da via de
PIBK/AKT (Chin et al., 2006; Flaherty et al., 2012). Uma anélise 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 P I13K) e STK19 (sem funcao conhecida), sendo
gue RAC1, PPP6C e STK19 sé&o 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, aproximadamente 100% dos pacientes
exibiram progressdo da doenga apds sete meses do fim do tratamento devido a
aquisicao de resisténcia (Montor et al., 2018). Portanto, tanto a identificagdo 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

estdo sob constante investigagao.
1.2.SEPIAPTERINA REDUTASE

A sepiapterina redutase (SPR — gene, SR — proteina) € uma enzima
homodimérica que catalisa, de maneira NADPH-dependente, a redugéo de varios
grupos carbonil, pertencendo ao grupo de enzimas chamadas aldo-ceto redutases
(Sueoka et tal., 1982). E codificada pelo gene SPR localizado no cromossomo 2
em humanos e participa da sintase da tetrahidrobiopterina (BH4) tanto pela via de
novo, onde catalisa a reducéao do 6-piruvil-tetrahidrobiopterina em BH4, ou na via
de salvamento, reduzindo a sepiapterina formada ndo enzimaticamente a partir do
1- oxo-TP (Sueoka et al., 1982). Aléem da SR, fazem parte da via da sintese de
novo, a GTP-ciclohidrolase | (GTPCH-I), enzima limitante da reacdo, e a 6-
pirovilhidrobipterina sintase (PTPS) (Channon, 2012; Starr et al., 2013). Apesar da
SR ser a principal enzima, na maior parte dos tecidos, com exce¢do do cérebro,
as enzimas aldo-ceto reductase e carbonil redutase também sédo capazes de
formar BH4 a partir do 6-pirovil-tetrahidrobiopterina. Alternativamente, a sintese
da BH4 ocorre pela enzima dihidrofolato redutase (DHFR) e do cofator acido folico
na via de salvamento a partir da BH2 (dihidrobiopterina) ou do precursor L-
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sepiapterina que é primeiramente oxidado a BH2 pela SR (Figura 1) (Thény et al.,

2000; Werner et al., 2011).
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FIGURA 1. Via da biossintese da tetrahidrobiopterina. Pela via de novo
(vermelho): BH4 é produzida a partir de guanosina-5'-trifosfato pelas enzimas GTP
ciclohidrolase 1 (GTPCHL1), 6-piruvoil-tetrahidrobiopterina sintase (PTPS) e
sepiapterina redutase (SR). Pela via de salvamento (roxo): ocorre reducdo de
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sepiapterina em BH2 pela SR e conversdo de BH2 em BH4 pela dihidrofolato
redutase (DHFR). Reciclagem (azul): reducdo do quinoide-BH2 em BH4 pela
dihidropteridina redutase (DHPR).

A BH4 é cofator das enzimas fenilalanina hidrolase, metabolizando a
fenilalanina em tirosina; das enzimas tirosina hidrolase e triptofano hidrolase,
sendo importante na sintese de neurotransmissores como a epinefrina, L-DOPA e
serotonina; e da sintase de oxido nitrico (NO), que catalisa a transformacédo da

arginina e do oxigénio em NO e citrulina (Channon et al., 2012).

A diminuicdo dos niveis plasmaticos de BH4 esta associada ao
desenvolvimento de inUmeras patologias que envolvem alteracbes vasculares,
entre elas: diabetes, arterioesclerose, hipercolestoremia e doencas
cardiovasculares como hipertensdo, hipertrofia do coracdo e faléncia cardiaca
(Stanhewicz et al., 2011; Weinmann et al., 2011, Faria et al., 2012). Além disso, a
diminuicdo de BH4 também est4 relacionada a fenilcetonuria, depressao, distonia
responsiva a dopa, mal de Parkinson e Doenca de Alzheimer (Levy et al., 2014).

Em células endoteliais, a SR é importante para manter os niveis de BH4 e
NO in vitro e in vivo, ja que o silenciamento da proteina causa diminuicdo da
concentracdo de ambos e prejudica a vasodilatacdo de anéis de aorta (Gao et al.,
2009). Nas células endoteliais de animais hipertensos se observou diminuicao da
expressdo da SPR, o que contribuiu para a diminui¢cdo dos niveis de BH4 nesses

animais (Youn et al., 2012).

Animais nulizigotos para o gene SPR nascem normais, mas desenvolvem
nanismo no periodo pos-natal inicial. Esses animais também apresentam niveis
reduzidos de BH4 no cérebro e figado. Além disso, observou-se diminuicdo da
concentragdo de dopamina, noraepinefrina e serotonina em areas importantes
do cérebro o que esta relacionado com o prejuizo de locomocdo. Os niveis
séricos de fenilalanina, diferentemente do que encontrado em humanos, esta

aumentado nesses animais. A suplementacdo oral com BH4 reverteu
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completamente o nanismo e diminui os niveis séricos de fenilalanina (Yang et al.,
2006).

Ja foram descritas muta¢cdes no gene da SPR que resultam na diminui¢ao
da atividade da enzima, causando diminuicdo dos niveis de BH4. Como no
cérebro ndo foram descritas vias alternativas a SR, pacientes com deficiéncia de
SPR nao produzem BH4 nesse tecido, 0 que leva a reducdo da sintese de
dopamina e serotonina (Thony et al., 2006). Mutacdes que levam a perda de um
alelo do gene SPR causam a distonia responsiva a dopa, enquanto pacientes
com mutagdes que danificam os dois alelos, desenvolvem a deficiéncia de
sepiapterina redutase que é a forma mais severa. A deficiéncia de SPR € uma
patologia autoss6mica recessiva rara, sendo que até hoje somente 30 casos
foram descritos na literatura. E caracterizada por problemas progressivos de
movimento, na maioria das vezes com padrao de contracdes musculares
involuntarias e sustentadas conhecidas como distonia. Outros problemas de
movimentos podem incluir rigidez muscular (espasticidade), tremores, problemas
de coordenacdo e equilibrio (ataxia) e movimentos de empurrdo involuntarios
(corea). Pessoas com deficiéncia de SR podem experimentar episédios de crises
oculogiricas. Esses episddios envolvem rotacdo anormal dos globos oculares;
extrema irritabilidade e agitacdo; e dor, espasmos musculares e movimentos
descontrolados, especialmente da cabeca e pescoco. Podem ter sinais e
sintomas adicionais, apresentando microcefalia, deficiéncia intelectual,
convulsdes, sono excessivo e mudancas de humor (Blau et al., 2003; Bonafé et
al., 2001; Friedman et al., 2012).

Dados mais recentes sugerem o papel da SR no desenvolvimento do
neuroblastoma, cancer de mama e hepatocarcinoma por diferentes mecanismos
(Mooney et al., 2019; Wu, Yao et al., 2020; Zhang, Xiaojing et al., 2020).

No modelo de melanoma humano estudado no nosso grupo de pesquisa,
composto por linhagens de melanoma de crescimento radial, melanoma vertical

e melanoma metastatico, observamos aumento da expressao da SPR e da
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guantidade da proteina nas linhagens de melanoma quando comparadas aos
melandcitos (Figura 2). Mais interessante, a expressao foi maior ainda nas
linhagens mais agressivas, sugerindo o papel da SR em etapas adquiridas

durante o papel metastatico como a migracao e a invasao.
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FIGURA 2. A expressao da enzima sepiapterina redutase estd aumentada
nas linhagens de melanoma. Por western blot com o uso de anticorpo
especifico anti-sepiapterina redutase foi avaliado a expressao da proteina SR nas
linhagens de melanoma humano, respectivamente. Wm1552 — crescimento
radial; Wm793 e Wm1366 — crescimento vertical; Lu1205, Wm983 — metastatico.
Os valores estdo representados em gréaficos 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 pGs-teste de Dunnett’s,
**p<0.01, **p<0.001. O western blot € representativo de trés experimentos

realizados.
2. OBJETIVO

Avaliar a contribuicdo da enzima sepiapterina redutase na migragcao e

invasao de células de melanoma metastatico.
2.1.0BJETIVOS ESPECIFICOS

- Silenciamento estavel do gene SPR na linhagem de melanoma metastéatico
Wm983;
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- Investigar a migracdo individual da linhagem de melanoma metastatico
Wm983 silenciada em comparacdo com as células controle (selvagem e

scramble);

- Investigar a invasdo em matrigel da linhagem de melanoma metastatico
Wm983 silenciada em comparacdo com as células controle (selvagem e

scramble).
3. MATERIAIS E METODOS
3.1.CULTURA CELULAR

A linhagem de melanoma metastatico humana Wm 983 gentilmente cedida
pelo Dr. Meenhard Herlyn pesquisador do Instituto Wistar foi cultivada em meio
TU [20% de meio Leibovitz (Gibco) + 80% de meio MCDB 153 (SigmaAldrich)]
suplementado com 2% de soro fetal bovino e 1.68mM de CaClz. O perfil dessa
célula estd no site: https://wistar.org/our-scientists/meenhardherlyn. Essa
linhagem foi isolada de uma lesdo definida por critérios clinicos e histoldgicos e

ja foi previamente descrita (Garman et al., 2017).
3.2.SILENCIAMENTO ESTAVEL DO GENE DA SEPIAPTERINA REDUTASE

O silenciamento do RNAmM do gene da sepiapterina redutase foi realizado
utilizando-se MISSION shRNA Lentiviral Transduction Particles (Sigma-Aldrich).
Foram adquiridas particulas lentivirais que representam cinco sequéncias
distintas ja validadas do gene SPR humano. Este procedimento foi realizado em
laboratorio com nivel de seguranca adequado para o manuseio de lentivirus
(NBII) em colaboragcdo com a Dra. Sofia Nascimento dos Santos do IPEN. A
linhagem Wm983 também foi transduzida com particulas lentivirais contendo o
vetor sem alvo génico (TRC) (scramble). Ao final do processo de selecédo na
presenca do antibiético puromicina, a supressdo da expressdao do RNAm e da
proteina foram avaliadas por Western Blot. Esta metodologia ndo gerou
Organismos Geneticamente Modificados (OGMs), tendo em vista que o0 RNA de

interferéncia néo foi produzido ou amplificado.
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3.2.1.Cultura de bactérias

A bactérias utilizada para a realizacdo da extracao dos plasmideos para a
realizacdo do silenciamento estavel da linhagem Wm983 foi a Escherichia coli
cultivadas em meio LB Broth e ampicilina na concentragdo de 100ug/puL mantidas
por 24h em estufa com atmosfera umidificada a 37° C e 5% de CO2e em agitagéo
de 180 rpm.

3.2.2.Extracdo de plasmideos

Os plasmideos pMDG2 e pPAX2 (ambos com a informacgéo genética para
o empacotamento lentiviral), TRC1 (scramble), sh84 (sequéncia que tem como
alvo o RNAm da sepiapterina redutase) e sh86 (sequéncia que tem como alvo o
RNAm da sepiapterina redutase) foram extraidos a partir das bactérias cultivadas
utilizando o Kit Promega - PureYield™ Plasmid Miniprep System.. Primeiro as
bactérias em meio de cultura foram submetidas a centrifugacéo a 2000 rpm por
5 minutos, em seguida o sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi
ressuspendido em 600uL de agua. O conteudo foi entdo transferido para um
Eppendorf e foi adicionado 100uL de tampé&o de lise, em seguida o Eppendorf foi
invertido 6 vezes para homogeinizar o conteudo. Apés isso, foi adicionado 350uL
de tampdo de neutralizac&o e o Eppendorf voltou a ser invertido até que a solucéo
fosse completamente homogeinizada. Feito isso, a solugéo foi centrifugada por 3
minutos em 15.000rpm. O sobrenadante foi transferido para um tubo contendo
uma coluna (constituida de uma resina na qual o DNA se liga) e para que
passasse pela coluna, o complexo (tubo, coluna e sobrenadante) foi submetido a
centrifugacgéo por 15 segundos em 15.000rpm. O liquido resultante foi descartado
e foram adicionados 200uL de solugdo de lavagem para retirada de
contaminantes como RNA, proteinas e endotoxina da coluna e uma nova
centrifugacéo de 15 segundos na velocidade méxima foi realizada. O liquido foi
novamente descartado e foram colocados 400uL de solugdo de lavagem na
coluna e uma nova centrigacdo foi realizada, agora de 30 segundos em

velocidade maxima. O liquido e o tubo foram descartados, a coluna foi colocada
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em um Eppendorf e foram adicionados 30uL de solugao de elui¢do na coluna, a
qual agiupor 1 minuto. Apds isso, uma nova centrifugacdo de 15 segundos a

velocidade méxima foi realizada para eluir o plasmideo da coluna.
3.2.3.Transfecc¢do das células HEK293T

As células da linhagem HEK293T foram utilizadas para a producéo das
particulas virais. Foram cultivadas em meio DMEM (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA) High Glicose suplementados com 10% de soro fetal bovino
(SFB — Invitrogen), 100uL/mL de antibiotico-antimicético, 100 uM de piruvato de
sédio e 100 uM de glutamina em estufa com atmosfera umidificada a 37°C e 5%
de CO2. No dia da transfeccao as células estavam em uma confluéncia de 65%,
seu meio de cultivo foi substituido por meio OPTI-MEM (Gibco) e nele foram
adicionados 10ug do vetor de interesse (sh84 ou scramble), 7,5ug de pPAX2,
2,5ug de pPMD2G e 250uL de lipofectamina (reagente de transfecgao utilizado
para aumentar a eficiécia da transfeccao). As células foram incubadas por 6 horas
em estufa com atmosfera umidificada a 37° C e 5% de CO2 e ao final desse
periodo o meio de transfeccéo foi trocado por 10mL de meio de cultivo das células
HEK293T. Apos 48 horas de transfeccdo, o sobrenadante das células foi
coletado, armazenado em um tubo falcon e estocado a -80°C. Foram adicionados
mais 10mL de meio de cultura as células e ap6s 72 horas da transfec¢cdo uma
nova coleta do sobrenadante viral foi feita e colocado no mesmo tubo anterior. O
sobrenadante foi filtrado em filtro de 0.22um para retirada de possiveis debris
celulares e por fim foi adicionado polibreno (polimero catiénico utilizado para
aumentar a eficiéncia da infecc¢édo viral) ao sobrenadante viral da concetracdo de

8ug/mL.
3.2.4.Titulagéao viral

Em uma placa de 6 pogos foram semeadas 1x10* células da linhagem
Wm983 e apos 48 horas foi realizada a infecgéo viral com, em média, 45% de
confluéncia em cada poco, sendo que foi realizada da seguinte maneira: em cada

poco foram adicionados 4mL de meio de cultivo das células e polibreno na
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concentragao de 8ug/mL. Apds isso, em cada pogo foi adicionada determinada
guantidade de sobrenadante viral (50uL, 100uL, 200uL e 500uL), além de ter dois
pocos controles (um com antibidtico de selecdo — puromicina (Gibco) na
concentragdo de 200ug/mL e outro sem) e as células foram incubadas por 16
horas em estufa com atmosfera umidificada a 37°C e 5% de CO2. Apés as 16
horas 0 meio com o virus foi substituido por meio contendo puromicina na
concentragcédo de 200ug/mL. O meio com antibidtico foi trocado a cada dois dias
até que todas as células do poco controle com antibiético morressem. Apds isso,
as células do poco controle e dos pocos infectados com o virus foram contadas

para o calculo da multiplicidade de infeccéo (MOI).
3.2.5.Selecéao clonal

Para o estabelecimento de linhagens clonais, as células infectadas foram
cultivadas em placas de 96 pocos contendo 1 ou meia célula por poco. Foram
plagueadas duas placas de 96 pocos para aumentar as chances de
estabelecimentos de clones. Apdés atingir a confluéncia de 90%, as células foram
desaderidas e passadas para uma placa de 24 pocos, em seguida para uma placa
de 6 pocos e finalmente para uma placa de 10 cm quando parte das células foram

congeladas e a outra parte expandida para a extracéo de proteina.
3.3.WESTERN BLOT

Para realizacao dos extratos proteicosas células Wm983, silenciadas para
0 gene SPR e scramble foram desaderidas da placa de cultura usando solugéo
de tripsina 0.25%, centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos e, entdo, duplamente
lavadas com PBS 1x. Cada amostra celular foi ressuspendida em 300 pl de
tampéao de lise — Pierce™ IP Lysis Buffer (25 mM de Tris HCL [ph 7,4]; 150mM
de NaCl; 1% de NP40 10%; 1mM EDTA,; 5% glicerol) com adi¢cédo de inibidores
de protease (1 pL/mL) e fosfatase (10 pL/mL). As amostras foram, entéo,
centrifugadas a 12000 rpm a 4°C por 15 minutos e o sobrenadante foi coletado e
armazenado a -20°C. A quantidade da proteina SR na linhagem humana foi

avaliada por western bloting com o0 uso de anticorpos especificos.



18

Resumidamente, os extratos protéicos foram quantificados através do método de
Bradford (Bio-Rad Protein Assay Dye, Bio- Rad). Quantidades iguais de proteina
de cada amostra foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida e,
em seguida, transferidas para uma membrana de nitrocelulose Em seguida a
membrana foi bloaqueada, incubada com o anticorpo anti-sepiapteria redutase
(GeneTex [N2C3]) e posteriormente com o anticorpo anti-rabbit (RayBiotech
[ABCBS5]) conjugado a peroxidase. As membranas foram reveladas com o uso de
reagente de deteccdo de quimioluminescéncia (SuperSignal® West Pico
Chemoluminescent Substrate, Thermo Scientific) e as bandas foram analisadas

e gquantificadas pelo programa Image J.
3.4.ENSAIO DE MIGRACAO

Para avaliar a migracdo individual foram utilizadas camaras de Boyden
modificadas Transwell® com membranas de policarbonato contendo poros de 8
MM de diametro (Costar). A membrana foi sensibilizada com meio contendo 10%
de SFB por 2 horas e em seguida incubada por 1 hora com BSA 1% em PBS.
Posteriormente, 1x10° células foram adicionadas no compartimento superior e no
compartimento inferior foi colocado o agente quimiotatico, ou seja, 10% de SFB.
ApoOs 24 horas, as membranas foram lavadas com PBS, fixadas com formaldeido
3,7%, coradas com azul de toluidina 1% em borax 1% e lavadas com agua. A
parte superior foi limpa com cotonetes para retirada das células que nao
migraram. Para quantificacéo das células que migraram, o corante foi solubilizado

em SDS 1% e em seguida a absorbéancia a 620 nm foi avaliada.
3.5.ENSAIO DE INVASAO

Para a realizacdo do ensaio de invasdo, foram utilizadas camaras de
Boyden modificadas Transwell® (Costar) com membranas de policarbonato
contendo poros de 8 um de didmetro. Cada membrana foi recoberta com 80 uL
de matrigel (E1270-5ML - SIGMA). O matrigel foi polimerizado em estufa a 37°C
por 30 minutos e o inserto adsorvido com coldgeno permaneceu em repouso no

fluxo laminar até a evaporacao de todo o liquido. No compartimento superior foi
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adicionado 1x10° células/250uL/inserto ja previamente incubadas por 20 min em
meio de cultivo contendo 2% de SFB. No compartimento inferior foram
adicionados 300 pL de meio TU contendo 10% de SFB. A placa foi entéo
incubada em estufa 37° C sob tenséo de 5% de CO:2 por 24h. As células que
permaneceram no compartimento superior da membrana foram removidas com
auxilio de um cotonete. As células que invadiram em direcdo ao compartimento
inferior foram fixadas em metanol 100% gelado por 30 minutos e coradas por 15
minutos com corante azul de toluidina 1%. As membranas foram entéo lavadas
em PBS para remocao do excesso de corante. Para quantificacdo do ensaio, o
corante foi solubilizado em SDS 1% e em seguida a absorbancia a 620 nm foi

avaliada.
3.6. AVALIACAO DE OXIDO NITRICO E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
3.6.1.Quantificacéo de Oxido Nitrico

Para a deteccao e quantificacdo de oxido nitrico (NO), foi utilizada a sonda
fluorescente diaminofluoresceina-2-171 diaceta to (DAF-2DA) (Invitrogen). As
células foram plaqueadas em placa de 96 pocos em meio TU contendo 2% de
soro fetal bovino (SFB) e mantidas em condicdes de cultura (37°C e 5% de CO>).
Apoés 48 horas, os niveis intracelulares de NO foram avaliados por fluorimetria
(comprimento de exitagdo 485 nm; comprimento de emissao 538 nm) (MELO et
al., 2011).

3.6.2.Deteccdo de espécies reativas de oxigénio

Os niveis de anion superoxido foram avaliados por fluorimetria usando-se
o DHE, um indicador de fluorescéncia (Molecular Probes) conforme protocolos
estabelecidos (MELO et al., 2011). As células foram plaqueadas em placa de 96
pocos até aderirem ao substrato em meio TU contendo 2% de soro fetal bovino
(SFB), mantidas em estufa (37°C e 5% de CO3). Apés adeséo, foram adicionados
70uL do reagente DHE (Invitrogen) em uma concentracado de 25uM diluido em
meio OPTI-MEN e incubados por 40 minutos a 37°C e 5% de CO2. Sua
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fluorescéncia foi avaliada através do equipamento espectrofotdbmetro com

comprimento de excitacdo 488nm e comprimento de emissédo 620nm.
3.7.ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

A taxa de viabilidade foi estimada por ensaio colorimétrico utilizando o 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo tetrazdlico (MTT) (Sigma). As células
WMO983, silenciadas para o gene SPR e scramble foram cultivadas em placas de
96 pocos (5x102 células por poco) e apds 72 horas a viabilidade celular foi
avaliada. Apds as 72 horas, foram acrescentados ao meio de cultivo 20 ul de MTT
5 mg/mL, a placas foi mantida em estufa (37°C e 5% de CO2) por 1 hora.
Posteriormente, o meio com MTT foi retirado dos pocos através da inversao da
placa e foram adicionados 100 yL de dimetilsufoxido (DMSQO) em todos os pogos.
Apds homogeneizacdo, a absorbancia foi medida com auxilio de

espectrofotometro a 620 nm.
3.8.ANALISES ESTATISTICAS

Os parametros avaliados nos experimentos biolégicos in vitro foram
comparados por ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni quando foram mais de
dois grupos e foi considerada significante para p<0.05.

4. RESULTADOS

4.1.EXTRACAO DE PLASMIDEOS

Os plasmideos extraidos foram quantificados utilizando o espectrofotdmetro
NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific) sendo que o pPAX2 teve um rendimento
de 177,6 ng/uL, o pMD2G foi de 128,8 ng/guL, o TRC1 de 103,7ng/uL, o sh84 foi
de 266,6 ng/pL e o sh86 foi de 131,4 ng/uL.

4.2. TITULACAO VIRAL

Todas as células infectadas tiveram o MOI calculado e todos foram
superiores a 90%.
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4.3.SELECAO CLONAL

Como as diferentes quantidades de sobrenadante obtiveram um MOI
superior a 50%, a escolha das células para realizar a selecdo clonal foram as que
receberam 500uL de sobrenadante viral. As células que tiveram o gene da SPR
silenciado deram origem a 14 clones, os quais estavam na placa de 96 pocos e
posteriormente foram passados para uma placa de 24 pocos. Dos 14 clones,
apenas quatro sobreviveram e foram passados para a placa de 6 poc¢os. Desses
quatro, apenas trés sobreviveram e foram colocados em uma placa de 10
centimetros, os quais foram denominados de Wm983SR1, Wm983SR2 e
Wm983SR3. Os trés clones apresentaram diferenca na morfologia quando
comparados com a célula parental Wm983 (Figura 3A). As células infectadas com
o scramble formaram 52 clones na placa de 96 pocos, dentre esses, 24 foram
escolhidos aleatoriamente e transferidos para uma placa de 24 pogos, dos quais
12 foram para uma placa de 12 pocgos, em seguidas 6 clones foram selecionadas
para a placa de 6 pocos e por fim, 3 clones foram colocadas em uma placa de 10
centimetros e foram chamados de Wm983SCR3 (Figura 3B), Wm983SCR5 e
Wm983SCR6.

As células Wm983SR1 e Wm983SR3 mantiveram um crescimento
constante, no entanto, foi observado em cultura, maior tempo de duplicacao
quando comparadas com a célula parental, dessa forma € possivel deduzir que
de alguma forma o gene da SPR esta realmente envolvido no processo de
proliferacdo celular dessa linhagem. Importante ressaltar que a célula Wm983
SR1 duplica mais lentamente que a célula Wm983 SR3. Com relacdo a
Wm983SR2 (Figura 3D) houve uma instabilidade em sua proliferagéo. Apés a
passagem para a placa de cultura, houve um momento em que ficaram em um
estagio estacionario e com o passar dos dias em cultura, voltaram a proliferar,
mas mais lentamente em comparacdo com as outras células silenciadas e
também com a parental, apés esse periodo voltaram para um estagio
estacionario e morreram sem que houvesse tempo para o congelamento dessa

célula, bem como a realizacdo da extragdo de proteinas. Quanto a morfologia, a
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Wm983SR1 (Figura 3C) apresentou morfologia mais fusiforme, enquanto a
Wm983SR3 (Figura 3E) passou a ser mais heterogenea, algumas fusiformes e
outras mais arredondadas, ambas com menos prolongamentos em relacdo a

Wm983, célula parental.

FIGURA 3. O silenciamento do gene da sepiapterina redutase alterou a

morfologia da linhagem de melanoma metastatico. (A) Wm983 — linhagem
parental. (B) Wm983SCR3. (C) WM983SR1, (D) WM983SR2 e (E) Wm983SR3.

4.4 ANALISE E AVALIACAO DA PROTEINA SEPIAPTERINA REDUTASE

A andlise da SR pelo western blot confirmou o silenciamento de SPR
(Figura 4) nos clones Wm983SR1 e SR3. Em relagdo as células scramble,
observamos que somente as linhagens Wm983SCR3 e Wm983SCR6

mantiveram a expressao de SR.
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Wm983 SCR3 SCR5 SCR6 SR1 SR3

SPR (22kDa)

1,07 1,22 0,99 1,09 1,01 0,94

FIGURA 4. A quantidade de sepiapterinaredutase estareduzida nas linhagens
silenciadas. A quantidade de proteina foi avaliada por western blot com o uso do
anticorpo especifico anti-sepiapterina redutase na linhagem de melanoma
metastatico WMm983, linhagens silenciadas para o gene da sepiapterina redutase
(Wm983SR1 e SR3) e linhagens scramble (Wm983SCR3, SCR5 e SCR6). O
controle interno utilizado foi a B-actina.

45A ENZIMA SEPIAPTERINA REDUTASE ESTA ENVOLVIDA NO
PROCESSO DE MIGRACAO DE CELULAS DE MELANOMA
METASTATICO

Apbs 24h de incubagéo, foi observado que o silenciamento da SPR reduziu
a capacidade migratéria das células de melanoma metastatico Wm983 (Figura

5). Esse ensaio foi realizado duas vezes em duplicata técnica.

0.81

S ~
5E
T S
=
Do
£ ©

(&]
5 £
© *kk
o2
Q O Aol Fl EEEE et
S 0
o Q
SE

0.0

WM983 SCR3  SRI SR3



24

FIGURA 5. O silenciamento do gene da sepiapterina redutase reduziu a
capacidade migratoria das células de melanoma metastatico Wm983. As
células parentais (Wm983), scramble (SCR3) e silenciadas para o gene da SPR
(SR1 e SR3) foram estimuladas a migrar por 24h com 10% de soro fetal bovino.
A quantificacdo das células que migraram para o compartimento inferior foi
realizada por solubilizagdo do azul de toluidina em borax 1% utilizado para corar
a membrana do transwell. O experimento foi realizado trés vezes em duplicata
técnica. Os dados foram obtidos a partir do teste estatistico ANOVA de uma via
seguida do pos teste de Bonferroni, ***p<0.001.

4.6.A ENZIMA SEPIAPTERINA REDUTASE ESTA ENVOLVIDA NO
PROCESSO DE INVASAO DE CELULAS DE MELANOMA METASTATICO

Apos 24h, foi observado que o silenciamento da SPR reduziu a capacidade
invasiva das células de melanoma metastatico Wm983 (Figura 6). Esse ensaio

foi realizado uma vez em duplicata técnica.
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FIGURA 6. O silenciamento do gene da sepiapterina redutase reduziu a
capacidade invasiva das células de melanoma metastatico Wm983. As
células parentais (Wm983), scramble (SCR3) e silenciadas para o gene da SPR
(SR1 e SR3) foram estimuladas a invadir por 24h com 10% de soro fetal bovino.
A quantificacdo das células que invadiram o compartimento inferior foi realizada
por solubilizacdo do azul de toluidina em borax 1% utilizado para corar a
membrana do transwell. O experimento foi realizado trés vezes em duplicata
técnica. Os dados foram obtidos a partir do teste estatistico ANOVA de uma via
seguida do pés teste de Bonferroni, ***p<0.001.
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4.7.A REDUCAO DE SEPIAPTERINA REDUTASE NA LINHAGEM DE
MELANOMA METASTATICO CAUSA DIMINUICAO DA QUANTIDADE DE
OXIDO NITRICO E AUMENTO DE ANION SUPEROXIDO

Como ja sabido, a SR faz parte da via de novo e de salvamento da sintese
da BH4, a qual é cofator da sintase de 6xido nitrico. A diminuicdo de BH4 leva a
disfuncéo da enzima, a qual passa a produzir anion superoxido e reduz a sintese
de NO. Dado isso, apos silenciamento de SPR a quantidade de NO foi avaliada
e como esperado os niveis de NO diminuiram em comparagao a célula parental
(Figura 7A). Em contraste, o nivel de EROs intracelular basal foi aumentado ap6s

silenciamento de SPR. (Figura 7B).
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FIGURA 7. A reducéo da expressao de sepiapterina redutase diminuiu o0s
niveis de 6xido nitrico e aumentou de anion superéxido. Apos identificacéo e
guantificacdo de NO foi observada diminuicdo da concentracao intracelular nas
células silenciadas em relacédo a célula parental (A). Deteccdo do aumento na
producdo de anion superoxido intracelular nas células silenciadas basal (B). Os
dados foram obtidos a partir do teste estatistico ANOVA de uma via seguida do
pos teste de Bonferroni, ***p<0,0001.

4.8.0 SILENCIAMENTO DA ENZIMA SEPIAPTERINA REDUTASE PROVOCOU
DIMINUICAO DA VIABILIDADE DAS CELULAS DE MELANOMA

Como foi observado diminuicdo da producdo de NO e aumento da
producéo de EROs, foi avaliado se a mudanga na homeostase redox das células

silenciadas causou alguma alteracéo na viabilidade celular. Apés o silenciamento,
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foi visto reducao na viabilidade da SR1 e SR3 apds 72 horas de plaqueamento
(Figura 8).
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Figura 8. O silenciamento da sepiapterina redutase diminuiu a viabilidade
da linhagem de melanoma metastatico. As células foram mantidas por 72
horas a 37°C e 5% de CO: e foi feita a avaliacdo da viabilidade celular com o sal
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT). Os valores estao
representados em graficos de barras e expressos como médias + desvio padrao.
O experimento foi realizado uma vez e o teste estatistico realizado foi o ANOVA

de duas vias seguidas do pés-teste de Bonferroni, ***p<0,0001.

4.9.0 AUMENTO DA EXPRESSAO DA SEPIAPTERINA REDUTASE ESTA
ASSOCIADO AO AUMENTO DA METASTASE E DA MENOR SOBREVIDA
LIVRE DA DOENCA

Andlises do microarray do estudo de Talantov com 70 amostras a partir do

Oncomine (www.oncomine.org) mostraram aumento da expressdo da SPR no

melanoma em relacdo ao nevus benigno (Figura 9A). Nas analises do trabalho
de Xu com 154 amostras (Figura 9B) e de Riker com 87 amostras (Figura 9C)
observou-se maior expressdo de SPR no melanoma metastatico em relagdo ao
sitio primario. No estudo de Xu também foi visto que os melanomas dos pacientes
que vieram a Obito tém aumento da expressdo de SPR em relacdo aos vivos
(Figura 9D) e também nos melanomas com recidiva em comparagdo aos
primarios (Figura 9E). Analises do GEPIA que usa o TCGA como banco de dados

revelaram que a sobrevida livre de doenca € menor nos pacientes com maior
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expressdo de SPR (Figura 9F), sugerindo que a SPR se comporte como um

oncogene. Todos os dados foram significantemente estatisticos.
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FIGURA 9. A maior expressao de sepiapterinaredutase esta associada a progresséao

tumoral. Dados de microarray do estudo de Talantov obtidas do Oncomine com 70
amostras (A), do estudo de Xu com 154 amostras (B, D, E) e de Riken com 87 amostras
(C). Dados do GEPIA obtidos do TCGA com 230 amostras. As caixas representam o

intervalo interquartil (percentil 25th-75th).

5. DISCUSSAO
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O espectro fenotipico da deficiéncia de SPR, que varia de déficits motores
e cognitivos significativos a apenas achados minimos tem sido estudado ha anos
e jA& €& bem conhecido, apesar de nado estar totalmente elucidado. As
caracteristicas clinicas na maioria dos individuos afetados incluem atraso motor
e de fala, hipotonia axial, distonia, fraqueza, crises oculogiricas e sinais
parkinsonianos (tremor, bradicinesia, face mascarada, rigidez). Com a diminui¢cao
da atividade da SR, que patrticipa tanto da via de novo, como da via de salvamento
da sintese de BH4, causa reducdo da concentracdo do cofator e,
consequentemente da atividade das enzimas que ele modula. Esses sintomas
estdo associados a disfungcéo das enzimas tirosina e triptofano hidroxilase, sendo
essencial na sintese de dopamina e serotonina, respectivamente (Friedman et
al., 2015).

Trabalhos mais recentes mostraram que o aumento da expressao e/ou
atividade da SR contribui para o desenvolvimento de diferentes canceres, no
entanto, os dados ainda n&do sao conclusivos (Lange et al.,, 2014; Wu et al.,
2020).

Dados do nosso grupo de pesquisa demonstraram aumento da expressao
da SPR e da quantidade de proteina ao longo da progressao do melanoma, sendo
mais expressivo nas linhagens mais agressivas (Figura 2). Andlises do banco de
dados do TCGA mostraram que o0 aumento da expressdao da SPR esta
correlacionado com a maior ocorréncia de metastase, recidiva e pior prognostico
(Figura 9), sugerindo a contribuicdo da enzima no processo de progressao do
melanoma. A inibicdo farmacol6gica da SR com sulfazalazine (SSZ) e SPRi3
inibiu a proliferagdo e reduziu a capacidade clonogénica das células de
melanoma de crescimento radial, vertical e metastatico, indicando a importancia
da enzima no desenvolvimento do melanoma. Também foi observado diminuigéo
da migracdo coletiva das células de melanoma de crescimento vertical na
presenca de SSZ, indicando o papel da enzima nesse processo. Como a
linhagem metastatica tem a maior expressdo de SPR, o principal objetivo desse
trabalho foi avaliar a contribuicdo da enzima sepiapterina redutase nas

capacidades migratdria e invasiva dessas células, processos essenciais no
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processo metastatico. Inicialmente foi realizado o silenciamento do gene da SPR
e foram obtidos somente trés clones, isso porque observamos que as células
apresentaram maior dificuldade de ades&o e maior tempo de duplicagao.
Enquanto as linhagens Wm983 e Wm983SCR3 demoram em média 12 horas
para aderir a placa, as linhagens WM983SR1 e WM983SR3 levam de 72 a 96
horas, sugerindo alteracao na dinamica de formacao/turnover de contatos focais
e placas de adesao, o que esta relacionado ao processo de migracao e invasao.
Essa caracteristica das células silenciadas também esta relacionada a alteracéo
da morfologia, visto elas que passaram de poligonal a mais alongadas ou
arredondadas, ou seja, menos espraiadas apos a reducao da expressao de SPR.
Esses aspectos estéo relacionados porque o citoesqueleto de actina fornece as
forcas mecanicas que impulsionam as mudancas na forma da célula e a migracao
celular (Svitkina et al., 2018). Apds o silenciamento também foi observado
reducdo de NO e aumento dos niveis de EROs — dados que véo ao encontro com
uma das fungdes da SR, que é fazer parte das vias de biossintese de BHA4.
Alteracdo da homeostase redox apos a reducdo de SR ja foi observado em
células endoteliais e de carcinoma de mama (Gao et al., 2009; Chang et al.,
2020). A pré-incubacdo com L-sepiapterina (10 yM por 30 min) falhou em
melhorar a biodisponibilidade de NO em aortas hipertensas enquanto aumentava
a producdo de NO nos vasos controle, implicando deficiéncia associada a
hipertenséo da SR, enzima limitante para conversao de sepiapterina em BH4. De
fato, a expressao diminuida de SR foi observada em células endoteliais adrticas,
mas ndo na aorta desprovida de endotélio, implicando a reducdo de SR
especifica do endotélio. A administragdo de aortas hipertensivas 10 yM de BH4
restaurou parcialmente a produgéo vascular de NO (Youn et al., 2012), mostrando
a importancia da enzima na sintese de BH4 e consequentemente da funcdo da
eNOS e do endotélio. Ja foi demonstrado que o aumento de EROs pode induzir
ou inibir o processo de migracao de ceélulas de melanoma (Diaz-Valdivia et al.,
20200; Zarei et al.,, 2022), o que esta relacionado a sua quantidade e quais
proteinas de vias de sinalizacdo sdo alteradas. A reducdo de SR causou

diminuicdo da capacidade migratoria (Figura 5) e invasiva (Figura 6) da linhagem
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metastatica Wm983, sugerindo seu papel no processo de progressao do
melanoma. Mais estudos s&8o necessarios para avaliar se a modificacdo do
estado redox da célula estd associado a inibicdo da migragdo. No cancer de
mama, foi mostrado que o silenciamento do gene SPR promoveu a liberacao do
citocromo ¢ da mitocondria para o citosol, o que ativa a via apoptética mitocondrial
(Zhang et al., 2020). Foi mostrado também que € o aumento de EROs via
mitocOndria que esta associado ao processo de apoptose dessas células. Esses
resultados sao muito interessantes, pois os dados da literatura mostram o papel
da SR na proliferacdo e apoptose e ndo nas caracteristicas de células tumorais
mais agressivas. Além disso, 0s mecanismos associados ao papel da SPR no
melanoma estédo sendo investigados pelo nosso grupo.

A diminuicdo na concentracdo de NO e o aumento da concentracao de
EROs, nos fez avaliar a viabilidade celular das células silenciadas. Isso porque
NO e EROs atuam em diferentes vias de sinalizacdo no melanoma e sao capazes
de regular diversos fen6tipos tumorais, ou seja, a alteracdo da homeostasia redox
pode estimular ou inibir o desenvolvimento tumoral (Goncalves et al., 2021). Apés
o silenciamento, foi observado diminuicdo da viabilidade celular dos clones SR1
e SR3, ndo se sabe, mas isso pode ter ocorrido pelo aumento da producédo de
EROs ap0s o silenciamento, tal em razdo de EROs atuar como um indutor de
apoptose mediada pela via mitocondrial, mesmo mecanismo observado no
cancer de mama, uma vez que o silenciamento de SPR inibiu a producédo de BH4
e induziu apoptose mediada por EROs através da via mitocondrial, pela liberacéo
do citocromo ¢ da mitocondria para o citosol (Zhang et al., 2020).

Foi mostrado que o aumento da expressdo da SPR em amostras de
neuroblastoma humano estad correlacionado com o pior prognostico dessa
neoplasia. Esse mesmo grupo evidenciou que o tratamento com SSZ, farmaco
aprovado pelo FDA para o tratamento de artrite reumatoide e colite ulcerativa,
inibiu a SR, diminuiu a proliferagdo de células de neuroblastoma e o crescimento
de tumores in vivo (Lange et al., 2014; Mooney et al., 2019). No neuroblastoma
foi mostrado que a SR interege com a ornitina descarboxilase (ODC), enzima

limitante na sintese de poliaminas, de forma a estimular sua atividade e levar ao
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aumento da producéao de poliaminas (Lange et al., 2014). Poliaminas sao cations
alifaticos derivados de aminoacidos que interagem com diferentes moléculas e
regulam proliferagéo, diferenciacdo, remodelamento da cromatina, entre outras
atividades celulares (Li et al., 2020; Chia et al., 2022). Esses resultados mostram
gque a SR controla positivamente o processo de proliferacdo de células de
neuroblastoma, agindo como um oncogene. Importante ressaltar que o
neuroblastoma é um céancer de células do sistema nervoso simpatico e o
melanoma é originario dos melandcitos, ambos possuem origem embrionaria na
crista neural, o que sugere que a sepipterina redutase contribua para o
desenvolvimento do melanoma.

As fungdes bioldgicas da SR também foram estudadas na progresséo do
CHC (carcinoma hepatocelular) e foi observado que o mecanismo pelo qual a
enzima contribui para o desenvolvimento desse cancer é independente da sua
atividade. Os resultados obtidos mostram que a alta expressdo dessa enzima
esta relacionada com o crescimento de células de CHC e reducédo da apoptose,
tanto por experimentos in vitro como por modelo de xenoenxerto de camundongo
atimico. Diferentemente da ac¢do no neuroblastoma, no hepatocarcinoma, o
tratamento com inibidores de atividade catalitica da enzima n&o inibiu a
proliferacdo das células tumorais e nao obteve efeito sobre a apoptose,
mostrando que a SR possui acdo ndo enzimatica nesse tipo de cancer. Com o
silenciamento do gene da SPR, os resultados encontrados mostraram que a
deplecdo de SPR promove apoptose das células de CHC através da ativacéo da
via de sinalizacdo FoxO3a/Bim (Wu et al., 2020).

No presente estudo foi avaliado o papel da SR no processo de migracao e
invasdo de células de melanoma. Por ter sido observada a diminuicdo na
capacidade migratéria e invasiva dessas células, é preciso verificar se a auséncia
ou diminuicdo da SR alterou os marcadores mesenquimais e epiteliais das células
neoplasicas. Ademais, é imprescindivel que os mecanismos pelos quais a SR
atua sejam investigados, visto que os resultados obtidos sugerem um papel

oncogénico para SR no desenvolvimento do melanoma, contribuindo, por
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mecanismos ainda ndo conhecidos, tanto no crescimento como em etapas mais

tardias da progressao tumoral, como na migracao e invasao.
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