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O Destino quer que eu cante
E ao cantar eu me concentro
A queréncia eu levo dentro
E o resto eu toco por diante

Podem me chamar de louco

Mas aprendi com os mais quebras
A ndo galopear nas pedras

Nem pelear por muito pouco

A licdo nimero um

Eu aprendi com meu Pai
Quem nao sabe pra onde vai
N&o vai a lugar nenhum

Nunca refuguei bolada

Se me toca, me apresento
E tenho a crina esfiapada
De galopear contra o vento

Do meu manancial de penas
Quase todas se extraviaram
Umas porgue se agrandaram
Outras, por muito pequenas

Tive um antes e um depois
Quando me larguei a esmo

De certo por isso mesmo
Os meus destinos sao dois

Destinos de um indio incréu
Sob um mesmo coragéo
Um que me prende no chéo
Outro me puxa pra o céu

Porém, o que me arrebata
E o destino de xiru

Em vez das pilchas de prata
As garras de couro cru

O Destino quer que eu cante
E ao cantar eu me concentro
A queréncia eu levo dentro

E o resto eu toco por diante...”

Luiz Marenco
Destinos
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RESUMO

A sinvastatina é um farmaco mundialmente conhecido e utilizado para o tratamento
da hipercolesterolemia. Além disso, é descrito que este farmaco é capaz de induzir
apoptose e parada de proliferacdo em diversos tipos de linhagens tumorais, inclusive
de melanoma. A parada de proliferacdo € uma caracteristica importante da
senescéncia celular. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
sinvastatina na senescéncia de células de melanoma humano metastatico (WM9),
procurando estabelecer seu mecanismo de agao. A viabilidade celular foi avaliada
através do meétodo de cristal violeta para células WM9 tratadas com diferentes
concentracdes de sinvastatina (0,05 a 1pmol/L), por diferentes tempos. Observamos
uma reducéo de 24% da viabilidade das células WM9 quando tratadas com 1umol/L
de sinvastatina durante 72h, o que esta relacionado ao aumento da marcacgao
positiva para Anexina V. Estes resultados indicam que, em concentracdes maiores, a
sinvastatina é capaz de induzir a apoptose nestas células. A medida dos niveis de
EROs intracelulares demonstrou um aumento de 14% com o tratamento de
0,25umol/L e 51% com 1umol/L de sinvastatina apos 72h de tratamento. Andlises da
progressao do ciclo celular foram realizadas por citometria de fluxo e mostram que o
aumento da quantidade de células na fase G1-S do ciclo ocorre a partir da
concentracdo de 0,25umol/L. Estes resultados podem estar relacionados ao
aumento da quantidade de células positivamente coradas no ensaio de senescéncia
associada a atividade de B-galactosidase, para 0,25 e 1umol/L de sinvastatina. Para
melhor compreender o mecanismo molecular envolvido na senescéncia induzida por
sinvastatina e a extensdo do envolvimento do estresse oxidativo neste processo,
foram avaliados por RTg-PCR os niveis de RNAm dos marcadores de senescéncia e
das enzimas antioxidantes. P6de-se observar niveis aumentados da expressao de
p53, p2l, pl6, catalase e peroxirredoxina-1. Ainda, ensaios de Western Blotting
confirmaram o aumento da expressao de fosfo-p53 em células WM9 tratadas com
0,25 e 1umol/L de sinvastatina. O aumento da ativacdo de p53 foi acompanhado
pelo aumento dos niveis de proteina p21. Como estes dados indicam uma possivel
relacdo entre a senescéncia e o estresse oxidativo, procuramos avaliar os efeitos de
um antioxidante (NAC) e de um inibidor de catalase (ATZ) nas células WM9 tratadas
com sinvastatina. Tanto a diminuicdo de viabilidade quanto a coloragéo positiva para
atividade de (B-gal ndo foram alterados pela adicdo de ambos os compostos. Além
disso, apoés a adicdo de ATZ resultados preliminares da avaliacdo da progresséo do
ciclo celular demonstraram o aumento do numero de células em G1-S (o que esta de
acordo com o ensaio de atividade de B-gal) e ndo foram observadas alteracfes nos
niveis de EROs, em comparacdo aos resultados obtidos com o uso apenas da
sinvastatina. Por ultimo, observamos que quando as células WM9 foram tratados
com pifitrina-a (um inibidor de p53), ndo foram observados o coloracéo positiva para
atividade de B-gal e os niveis aumentados de EROs induzidos por sinvastatina, e
nao foram evidenciadas alteracfes da porcentagem de células em G1-S. Por outro
lado, a pifitrina-a ndo foi capaz de proteger as células WM9 da perda de viabilidade
causada pela sinvastatina, como demonstrado pelo ensaio de viabilidade celular e
pelo aumento da porcentagem de células em SubG1. Tomados em conjunto, NOSSOS
resultados indicam que a sinvastatina afeta a proliferagdo das células de melanoma
humano WM9, induzindo a senescéncia. Estes efeitos podem ser mediados pelo
aumento dos niveis de EROs e sdo dependentes da ativacdo de p53.

Palavras-chave: sinvastatina, melanoma, senescéncia, EROs



ABSTRACT

Simvastatin, a worldwide known drug used for the management of
hypercholesterolemia, is able to induce apoptosis and cell cycle arrest in several
types of malignant tumors, including melanoma. Cell cycle arrest is a key feature of
cellular senescence; however, the occurrence of senescence in melanoma cells upon
simvastatin treatment has not been investigated until now. The aim of this work was
to evaluate the effects of simvastatin on cellular senescence of WM9 metastatic
melanoma cells, and elucidate its action mechanism. Cell viability was measured by
crystal violet staining in WM9 cells upon treatment with simvastatin at different
concentrations (0.05 to 1umol/L) for different time points. We observed 24%
reduction in cell viability when WM9 cells were treated with simvastatin (1umol/L) for
72h, which is correlated with increased positive staining for Annexin-V. These data
suggest that, at higher concentrations, simvastatin induces apoptosis. Measurements
of intracellular ROS levels showed increased ROS content by 14% to 0,25umol/L and
51% to 1lumol/L of simvastatin upon 72h of treatment. Cell cycle analysis was
performed by flow cytometry, and showed an increase in the number of WM9 cells
into G1-S phase of the cell cycle already after treatment with a low dose of
simvastatin (0.25umol/L). In agreement with these results, senescence-associated [3-
galactosidase staining was evident in WM9 cells treated with simvastatin at both 0.25
and lpmol/L. For better understanding the molecular mechanism of simvastatin
induced senescence and the extent of the involvement of oxidative stress in this
process, the mRNA expression levels of senescence markers and antioxidant
enzymes were evaluated by RT-qPCR. Increased expression of p53, p21, pl6,
catalase and peroxiredoxin-1 mRNA levels were observed. Also, Western Blotting
assays confirmed the augmented expression of phospho-p53 in WM9 cells treated
with 0,25 and 1umol/L of simvastatin. The increased expression of activated p53 was
accompanied by increased levels of p21. Since these data indicate a connection
between senescence and oxidative stress, we analyzed the effects of an antioxidant
(NAC) and a catalase inhibitor (ATZ) on melanoma cells treated with simvastatin.
Neither the viability decrease nor the positive 3-galactosidase staining were altered
with the addition of these compounds. Further, preliminary results of cell cycle
progression analysis demonstrate an increased amount of WM9 cells in the G1-S
phase (in agreement with B-gal staining) and no alterations for ROS levels when ATZ
is added, when compared to simvastatin alone. Finally, the effects of simvastatin on
positive staining for B-Gal assay and increased ROS levels were abrogated when
WM9 cells were pre-treated with pifithrin-a (a p53 inhibitor), with no evident changes
in the amount of G1-S number of cells. However, pifithrin-a was unable to reverse the
loss of cell viability caused by simvastatin, as demonstrated by viability assay and by
the increased percentage of WM9 cells at SubG1. Together, our results indicate that
simvastatin treatment affects proliferation of human WM9 melanoma cells, inducing
the senescent state. Also, our results showed that simvastatin effects on senescence
may be mediated by increased levels of ROS and depend on p53 activation.

Keywords: simvastatin, melanoma, senescence, ROS
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1 INTRODUCAO

Dentre as neoplasias de pele, o melanoma € a menos incidente, porém a
mais letal (MENDES et al., 2010). No seu estagio mais agressivo, trata-se de um
tumor altamente resistente as abordagens terapéuticas disponiveis, e que apresenta
baixos indices de sobrevida. Atualmente, entre 0s objetivos das pesquisas para
tratamento do melanoma encontra-se a modulacdo de alvos moleculares
diretamente envolvidos na progressdo da doenca, que promovam a parada do
crescimento e/ou a morte celular (SMALLEY, 2010). Neste contexto, se destaca a
acao antitumoral das estatinas, sendo que a inducdo de morte celular por apoptose
apos o uso de estatinas jaA estd bem caracterizada tanto para melanoma como
também para outros modelos tumorais (SHELLMAN et al., 2005; GLYNN et al.,
2008; OSMAK, 2012). Alem disso, evidéncias indicam que o uso de estatinas
também esta relacionado a parada de proliferacdo de células de melanoma (SAITO
et al., 2008).

A parada de proliferagdo é um dos principais indicios da ocorréncia de
senescéncia celular. A senescéncia celular foi originalmente descrita como a perda
do potencial replicativo de células normais em cultura, e relacionada ao
envelhecimento e ao surgimento de sindromes e doencas caracteristicas do
envelhecimento (COLLADO et al., 2007). Posteriormente, com a caracterizacdo da
senescéncia induzida por oncogene, passou a ser considerada um processo
antitumoral (HA et al., 2008). Recentemente, tem sido descrito que o uso de baixas
concentracbes de alguns quimioterapicos conhecidos foi capaz de induzir
senescéncia em células tumorais, o que ficou conhecido como senescéncia induzida
por terapia (EWALD et al., 2010). A senescéncia induzida por farmacos e
guimioterapicos compartilha as mesmas caracteristicas fenotipicas da senescéncia
replicativa e da senescéncia induzida por oncogene, e passou a ser investigada
como uma abordagem promissora no manejo do tratamento de tumores (ACOSTA e
GIL, 2012).

Levando-se em consideracdo a acgéo citostatica das estatinas em diversos
tipos de linhagens tumorais, este trabalho teve como objetivo principal avaliar se o
uso de baixas concentracdes de sinvastatina seria capaz de induzir a senescéncia
celular em linhagem de melanoma humano metastatico (WM9). Para este fim, foram
avaliados parametros relacionados a caracterizacdo do fenotipo senescente, tais

como analise da progressao do ciclo celular, atividade de -galactosidase associada
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a senescéncia e a expressao (niveis de RNAm e proteina) dos principais
marcadores moleculares envolvidos na inducdo de senescéncia.

Visto que a exposicao de diversos tipos de linhagens celulares a sinvastatina
esta associada a inducdo de morte celular por apoptose (KAMINSKY e KOSENKO,
2010), procuramos avaliar se nas concentracdes administradas neste trabalho
haveria a ocorréncia deste processo. Para isto, avaliou-se a viabilidade celular pelo
meétodo de cristal violeta e a induc¢do de morte celular — através da marcacdo com
Anexina V e lodeto de Propideo (PI) — apos o tratamento das células WM9 com este
farmaco. Além disso, h& evidéncias da acdo pro-oxidante das estatinas em células
tumorais (SANCHEZ et al.,, 2008; QI et al.,, 2010) e sabe-se que a inducédo de
senescéncia estd relacionada também a fatores indutores de estresse, como o
aumento dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ADAMS,
2009). Assim, a possivel relacdo entre a ocorréncia de morte celular, a inducéo de
senescéncia e 0 estresse oxidativo foi avaliada atraves do estudo dos niveis de
EROs intracelulares e dos niveis de expressdo das enzimas antioxidantes e da
proteina p38“AFK,

Por fim, procurando uma melhor definicho dos mecanismos envolvidos na
senescéncia induzida por sinvastatina, procuramos avaliar se o uso de um inibidor
da proteina p53, bem como de compostos que possivelmente interfiram no estresse
oxidativo (um antioxidante e um inibidor de catalase) seriam capazes de alterar os
efeitos induzidos pela sinvastatina nas células de melanoma humano metastatico.
Estas avaliagbes foram realizadas através da andlise dos principais parametros
fenotipicos — viabilidade, progressédo do ciclo celular, atividade de B-galactosidase
associada a senescéncia e determinacdo dos niveis de EROs intracelulares — na

presenca dos referidos compostos e da sinvastatina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MELANOMA

O melanoma é uma neoplasia da pele originaria dos melandcitos, e consiste
na forma mais fatal de cancer cutaneo, respondendo por 90% das mortes
associadas a tumores de pele (GARBE et al., 2010). E considerado um tumor de alta
letalidade e baixa incidéncia e seu surgimento esta relacionado principalmente a
exposicao solar em individuos de pele clara, através dos efeitos danosos da
radiacdo ultravioleta (UV) (REBECCA et al.,, 2012). No Brasil, dados do Instituto
Nacional do Cancer (INCA, 2012) estimaram pouco mais de seis mil novos casos de
melanoma para o ano de 2012, igualmente distribuidos entre homens e mulheres,
sendo que a regido de maior incidéncia desta neoplasia € a regido Sul do pais.

O melanoma pode ser curado através da excisdo cirdrgica, desde que
diagnosticado precocemente. Entretanto, o melanoma metastatico geralmente é
resistente as terapias existentes, e possui progndstico ruim, com baixo indice de
sobrevida (RUSSO et al., 2009). Como mencionado, a exposi¢ao solar € o fator de
risco ambiental mais importante no desenvolvimento do melanoma, e o Unico que
permanece potencialmente modificavel. Assim sendo, acdes de prevencao primaria,
principalmente que estimulem protecdo contra a exposi¢cao a luz solar em horarios
de pico de incidéncia de radiacdo UV e uso de blogueadores séo consideradas
efetivas e de baixo custo para evitar o desenvolvimento desta neoplasia
(INGRAFFEA, 2013).

O quimioterapico de escolha para tratamento do melanoma é a dacarbazina,
porém em pacientes com doenca avancada os indices de resposta ao tratamento
sdo muito baixos (12 a 17%), e a sobrevida permanece em torno de 6 meses
(GARBE et al., 2010).

2.1.1 Homeostase dos melandcitos e surgimento do melanoma

Os melanécitos sédo células pigmentadas especializadas, encontradas
predominantemente na pele e nos olhos, onde produzem a melanina. Os
melandcitos sdo encontrados na camada basal da epiderme, sendo que geralmente
ha um melandcito para cada cinco a oito queratinocitos da camada basal, o que
compde uma “unidade de pigmentagao”. Estima-se que os melandcitos possam
interagir diretamente com até 35 queratindcitos da epiderme, por meio de expansdes

dendriticas. E por estas expansdes que 0s melanossomos (organelas que contém a
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melanina) s&o transferidos aos queratinécitos, no processo de pigmentacdo da
epiderme (FERREIRA e ROCHA, 2004). Através da producédo e da transferéncia de
melanina aos queratindcitos, os melandcitos protegem a pele dos efeitos danosos da
radiacdo UV, pois o pigmento absorve e dissipa a energia da radiacdo, protegendo a
regido nuclear das células (MEYLE e GULDBERG, 2009).

O controle da proliferacdo dos melandcitos é regulado pelos queratindcitos.
Durante a vida adulta, os melandcitos apresentam uma baixa taxa de proliferacéo,
sendo que esta ocorre somente apos estimulos especificos, tais como a exposicéo
ao sol e ferimentos. Assim, para proliferar, os melandcitos precisam se destacar da
membrana basal e dos queratindcitos, retrair seus dendritos, passar pelo processo
de divisdo e migrar ao longo da membrana basal antes de finalmente se reacoplar a
esta e aos queratindcitos novamente. Uma representacdo esquematica desse
processo pode ser visualizada na Figura 1. A perda do controle da proliferacdo dos
melandcitos pode levar ao desenvolvimento do melanoma, e esta perda pode
acontecer através de cinco mecanismos: (1) a diminuicdo de receptores importantes
para a adesao dos melandécitos aos queratindcitos, tais como E-caderina, P-caderina
e desmogleinas produzidas através do estimulo de fatores de crescimento
produzidos pelos queratindcitos e fibroblastos; (2) aumento de receptores e
moléculas sinalizadoras que favorecem interacbes de células de melanoma com
outras células de melanoma ou fibroblastos, tais como a N-caderina; (3) a
desregulacdo de vias de sinalizacdo controladoras da proliferacdo; (4) perda de
ancoragem a membrana basal e (5) a producdo aumentada de metaloproteinases de
matriz (MMPs) (HAASS e HERLYN, 2005; HAASS et al., 2004).
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FIGURA 1 - HOMEOSTASE DOS MELANOCITOS EM PELE HUMANA NORMAL

FONTE: Adaptado de HAASS e HERLYN, 2005

NOTA: Sequéncia de eventos necessaria para a proliferacdo dos melandcitos, demonstrando a
formacdo de uma nova unidade de pigmentacdo. A divisdo celular dos melanécitos comega com o
aumento da producdo de fatores de crescimento pelos queratinécitos e fibroblastos, o que leva a
diminuicdo da expressdo de caderinas e ao desacoplamento dos melandcitos dos queratindcitos
(HAASS e HERLYN, 2005).

O escape dos melandcitos a regulacao da proliferacdo inicialmente pode levar
a formacado de névos e verrugas. Os névos sao lesdes benignas, correspondendo a
clusters de melandcitos senescentes estruturalmente normais junto & membrana
basal, e que podem assim permanecer durante muitos anos (MEYLE e GULDBERG,
2009). Segundo o modelo de progressdo do melanoma estabelecido por CLARK e
colaboradores (1984), os melandcitos seguem uma série de passos até a
transformacdo maligna, como demonstrado na Figura 2. Dessa forma, o inicio do
desenvolvimento aberrante a partir de um nevus preexistente ou em nova
localizacdo leva ao surgimento do nevus displasico, onde o0s melandcitos ja
apresentam caracteristicas morfolégicas anormais. Consequentemente, pode
ocorrer a progressao para o chamado estagio de desenvolvimento radial (RGP), em
que as células adquirem a capacidade de proliferacdo intraepidermal. Lesdes que
progridem para a fase de crescimento vertical (VGP) sao capazes de invadir a derme
e formar nodulos, o que pode culminar na fase final (metastatica), em que as células
ganham a corrente sanguinea e podem chegar a outros 6rgdos (MILLER e MIHM,
2006).
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FIGURA 2 — ESTAGIOS DE PROGRESSAO DO MELANOMA

FONTE: Adaptado de MILLER e MIHM (2006)

NOTA: No modelo de Clark, os melandcitos progridem através de uma série de passos até a
transformagé@o maligna (CLARK et al., 1984). Nos estagios iniciais, o nevus melanocitico ocorre
através do aumento numérico de melanécitos normais, que podem se tornar atipicos (nevus
displasico). A fase de crescimento radial é considerada o primeiro estagio de malignidade. A fase de
crescimento vertical leva ao melanoma metastatico.

E importante compreender que o desenvolvimento do tumor resulta de
interacbes complexas entre influéncias ambientais — no caso do melanoma,
principalmente a radiagcdo UV, como mencionado — que podem levar a alteracfes
genéticas. Estas alteracbes genéticas compdem as bases moleculares para a
progressdo do melanoma, e estdo relacionadas principalmente a processos de

sinalizacao que controlam a proliferacdo e a morte celular.

2.1.2 Bases moleculares da progressao do melanoma

A compreensdo das alteragbes moleculares que ocorrem durante o
desenvolvimento e progressdo dos melanomas é assunto de varios estudos recentes
sobre a doenca. Entre os principais componentes de sinalizacdo celular a sofrer

alteracdes neste tipo de tumor esta a via da proteina quinase ativada por mitdgeno
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(MAPK). A sinalizagdo MAPK é iniciada na membrana celular pela acdo de um
ligante a um receptor ou pela acdo de integrinas, que transmitem sinais ativadores
via GTPase RAS, esta, por sua vez, presa ao folheto interno da membrana (Figura
3). RAS pode se ligar a proteinas efetoras, induzindo proliferacdo e diferenciacéo
celular (GRAY-SCHOPFER et al.,, 2007). As proteinas efetoras de RAS melhor
caracterizadas até 0 momento sdo a serina-treonina quinase RAF e a
fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K). RAF ativada culmina na ativacdo de ERK (quinase
ativada por sinal extracelular), que possui varios alvos no citoplasma, citoesqueleto e
fatores de transcricdo nucleares (PEYSSONNAUX e EYCHENE, 2001). Estima-se
gue ERK esteja ativada em mais de 90% dos melanomas humanos (COHEN et al.,
2002). Além disso, o componente mutado mais comum nesta via € a isoforma B de
RAF (BRAF), que sofre mutagdo em cerca de 59-68% dos melanomas (DAVIES et
al., 2002; POLLOCK et al., 2003) e em 82% dos névos benignos (POLLOCK et al.,
2003). Mutacdes ativadoras de RAS também estédo presentes em cerca de 36% dos
melanomas, sendo que a maioria destas mutacdes foi detectada em amostras de
tumores em estagio mais avancado (BALL et al., 1994).

Na via PI3K os lipideos de membrana sdo convertidos a mensageiros
secundarios através da sua fosforilagdo por um membro da familia PI3K ativado. A
proteina efetora desta via é conhecida como PKB (proteina quinase B) ou AKT, e
pode atuar na sobrevivéncia, crescimento e metabolismo celular, através da
fosforilacdo de diversos substratos (SHAW e CANTLEY, 2006), sendo que a
superexpressao de AKT ocorre em mais de 60% dos casos de melanoma (STAHL et
al., 2004). A sinalizacdo PI3K é interrompida pela fosfatase PTEN (fosfatase lipidica
homologa a tensina e fosfatase), que converte PIP3 a PIP,, que ndo mais serve
como sitio de ligacdo a PKB. A funcdo de PTEN esta perdida em 5-20% das
amostras teciduais de melanoma, enquanto que em linhagens celulares chega a
variar entre 30 a 50%, raramente sendo detectada em estagios iniciais da doenca
(WU et al., 2003).

A acdo das proteinas Rho também é importante na tumorigénese do
melanoma. As proteinas Rho sdo GTPases pequenas, que pertencem a superfamilia
RAS, e que participam de varias vias de transducdo de sinal envolvidas na
reorganizagdo do citoesqueleto de actina, regulacdo da polaridade celular,
transcricdo génica, progressdo do ciclo e motilidade celular (ETIENNE-

MANNEVILLE e HALL, 2002). Geralmente, o papel destas proteinas na formacéo de
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tumores esta relacionado a sua superexpressao ou pela ocorréncia de falhas no seu
ciclo de ativacdo/desativacdo (RUTH et al., 2006). A proteina RhoC esta envolvida
na formacdo de metastases em células de melanoma, e sua superexpressao esta
relacionada com maior potencial invasivo destas células, o que pode estar
relacionado com o aumento da ativacdo de AKT (CLARK et al., 2000; RUTH et al.,
2006).

Um exemplo das principais vias de sinalizacdo envolvidas no

desenvolvimento do melanoma pode ser observado na Figura 3.
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FIGURA 3 — PRINCIPAIS VIAS DE SINALIZAQAO ENVOLVIDAS NO MELANOMA

FONTE: Adaptado de CHUDNOVSKY et al., 2005; ETIENNE-MANNEVILLE e HALL, 2002.

NOTA: A — Esquema ilustrativo da interagdo das principais vias de sinalizacdo envolvidas no
melanoma. Uma destas vias é a via MAPK, ativada por RAS. Outra via destacada é PI3K, inibida pela
fosfatase PTEN. B — Ciclo de ativacdo das GTPases Rho; no seu estagio ligado a GTP, Rho
reconhece varias proteinas-alvo (efetores), gerando resposta até voltar a seu estagio inativo, ligado a
GDP (GEF: fator de troca de nucleotideo de guanina; GAP: proteina ativadora de GTPase).

Além das mencionadas, outras vias de sinalizagdo envolvidas com o controle
direto da progresséo do ciclo celular e indugdo de morte também estdo envolvidas

na progressao do melanoma, e serado discutidas em detalhes posteriormente.
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Muitos estudos em oncologia investigam a inibicAo das cascatas de
sinalizacdo celular que colaboram para a patogénese e a manutencdo do
crescimento tumoral. Alguns destes, por exemplo, tém como alvo a inibicdo da via
MAPK em todos 0s seus niveis, e varios compostos inibidores das quinases RAF e
RAS apresentam-se como estratégias terapéuticas atrativas e estdo passando
atualmente por testes in vitro e in vivo. Entre estes compostos destacam-se o
Sorafenib (inibidor de RAF) e os inibidores das quinases ERK (revisado por RUSSO
et al., 2009). Recentemente, nos EUA, foi aprovado o uso do inibidor de BRAF
Vemurafenib para o tratamento do melanoma metastatico, porém seu uso vem
sendo associado ao surgimento de efeitos colaterais severos (KUDCHADKAR et al.,
2013). Outros agentes, contudo, tém demonstrado potenciais efeitos antitumorais
contra células de melanoma, e neste contexto destacam-se as estatinas,

medicamentos cujas a¢des serdo descritas a seguir.

2.2 ESTATINAS
2.2.1 Origem e mecanismo de ac¢éo das estatinas

As estatinas respondem por uma classe de antilipémicos descoberta durante
um programa de screening de produtos naturais originarios dos fungos Penicillum
citrinum e Penicillum brevicompactum, e classicamente exercem seus efeitos atravées
da inibicdo da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase),
enzima que converte o HMG-CoA a mevalonato (Figura 4 — B). Esta conversao é
uma reacao irreversivel, sendo, portanto a etapa limitante da via de sintese do
colesterol (SCHACHTER, 2005; BARREIRO e FRAGA, 2008).

O primeiro produto isolado da classe das estatinas foi a compactina e em
seguida ocorreu o isolamento de seu derivado metilado, inicialmente chamado de
mevilonina, e atualmente conhecido por lovastatina. A sinvastatina (Figura 4 — A) é o
derivado semi-sintético 2’-metilado da lovastatina, que ingressou no mercado
americano em 1992 com o nome de Zocor® (BARREIRO e FRAGA, 2008). Devido
ao crescente aumento da incidéncia de hipercolesterolemia na populacéo, tornou-se
um dos medicamentos mais comercializados no mundo (sétima colocacao), segundo
levantamento publicado pela revista Forbes (no qual a atorvastatina, descrita a
seguir, ocupa a primeira colocacao) (KING, 2013).

O desenvolvimento da segunda geracdo das estatinas deu-se pela

consideragao de fatores estruturais e da identificacdo do anel y-lactbnico como
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principal grupo farmacofoérico envolvido no reconhecimento molecular dos inibidores
pela HMG-CoA redutase. Desta forma, criou-se uma estrutura quimica simplificada
em relacdo a lovastatina, em que o grupo farmacoforico é substituido por um sistema
difenilpirrdlico. O principal representante das estatinas de segunda geracdo € a
atorvastatina (BARREIRO E FRAGA, 2008).

Apébs ingestdo por via oral, as estatinas lipofilicas (entre elas a sinvastatina)
permeiam a membrana celular dos enterécitos do intestino delgado, sendo
absorvidas de maneira rapida e metabolizadas no figado principalmente via
citocromo P450 (com maior afinidade para CYP3A4). Posteriormente, s&o
distribuidas a outros tecidos atraves de sua ligagdo a proteinas plasméticas —
principalmente a albumina — o que reduz sua exposicdo sistémica, diminuindo a
probabilidade da ocorréncia de efeitos adversos (LENNERNAS e FAGER, 1997).

Além de inibirem a biossintese do mevalonato e, consequentemente,
diminuirem os niveis de colesterol, as estatinas podem inibir a formacgé&o de outros
produtos, como os isoprendides (Figura 4 — B). Os isoprendides, como 0
geranilgeranil pirofosfato (GGPP) e o farnesil pirofosfato (FPP), podem se ligar a
varias proteinas, permitindo sua ancoragem as membranas celulares (RANG et al.,
2006). Este processo de prenilacdo pos-traducional é essencial para a funcéo das
proteinas G, como as proteinas RAS e Rho. Sabe-se que FPP prenila RAS e que
GGPP prenila Rho, e isto tem implicagcdes em varios aspectos do crescimento e

proliferacéo celular, e também da apoptose (OSMAK, 2012).
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FIGURA 4 — ESTRUTURA QUIMICA DA SINVASTATINA E SUA ACAO NA CASCATA DO
MEVALONATO

FONTE: SAITO et al., 2008

NOTA: A — Estrutura quimica da sinvastatina; B — Acdo das estatinas na cascata do mevalonato,
inibindo a biossintese de colesterol, a formacdo de derivados isoprendides e os processos de
sinalizacao relacionados a prenilacdo de proteinas como RAS e Rho.

Muitos dos efeitos das estatinas, entretanto, ndo estdo envolvidos com a
reducdo dos niveis de colesterol. Varios modelos estdo sendo propostos para
elucidar os demais efeitos exercidos pelas estatinas. BURKE et al., (2009), por
exemplo, demonstraram que a sinvastatina é capaz de modular a sinalizacédo
exercida por TGF-B1 (fator de crescimento tumoral 1), impedindo assim a ativagao
de fibroblastos intestinais (0 que é determinante para a ocorréncia de fibrose), e isto
ocorre através da interrupcdo da atividade de Rho. Esta interrupcdo impede a
fosforilacdo de Smad-3, que é o efetor primario das respostas pro-fibroticas ao TGF-

B1.

2.2.2 Acgéo antitumoral das estatinas

Em adicdo ao seu papel original na reducéo dos niveis de colesterol sérico, as
estatinas exercem efeitos antiproliferativos e pré-apoptoticos em células tumorais
(revisado por OSMAK, 2012). Recentemente, NIELSEN e colaboradores (2012)
demonstraram a diminuicdo de 15% da mortalidade de pacientes com cancer

usuarios de estatinas. Para este estudo, realizaram analises em um grande grupo de
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individuos, recolhendo informagbes de 1995 a 2009, comparando os dados de
pacientes usuarios de estatinas com nao usuarios.

Desta forma, procurando estabelecer um mecanismo de inducdo para estes
efeitos, varios estudos tém sido realizados utilizando estatinas no tratamento de
células tumorais in vitro. Foi demonstrado por TAKEDA et al.,, (2007) que a
sinvastatina pode suprimir a sobrevivéncia celular e a atividade invasiva de células
de carcinoma escamoso de cabecga e pescogo através da inativagao da integrina 1,
que esta relacionada com a cascata de sinalizacdo de ERK. Neste estudo também
foi evidenciada a ativacao de p21 e p27 (inibidores da progresséo do ciclo celular) e
de caspase-3 (enzima envolvida no processo de apoptose).

Estatinas podem causar mudancas morfolégicas e induzir apoptose em
linhagens celulares de cancer de cdélon, e o0 mecanismo de acdo neste caso esta
envolvido com a inativacdo da geranilgeranilacdo das proteinas RhoA e RhoC,
através da diminuicdo da ligacado destas proteinas a membrana (AGARWAL et al.,
2002). Evidéncias também apontam para a acao inibitoria da proliferacéo e invaséao
das estatinas em linhagens de cancer de mama agressivo. Neste caso, ocorre a
inibicdo da prenilacdo de RhoA, que causa a inativacdo de NF-kB de maneira dose-
dependente, resultando na menor expressao de MMP-9, diminuindo o potencial
invasivo da célula. O efeito antiproliferativo ocorre através do aumento dos niveis de
p21 (DENOYELLE et al., 2001). Posteriormente, confirmou-se a inibicdo das vias
Rho/AKT, e o aumento de p21 com concomitante diminuicdo da ciclina D1
(DENOYELLE et al., 2003).

A inducdo de apoptose é o melhor e mais descrito efeito antitumoral das
estatinas. Linhagens celulares de carcinoma hepatico, mieloma, cancer de prostata,
glioma e leucemia, por exemplo, apresentam morte por apoptose apds tratamento
(RELJA et al., 2010; CAFFORIO et al., 2005; HOQUE et al., 2008; WU et al., 2009;
YANG et al., 2009). E interessante notar, entretanto, que a ocorréncia de apoptose
nestes trabalhos estd associada ao uso de altas doses de estatinas (a partir de 1 até
60 pumol/L). Dosagens seéricas da concentracdo destas drogas quando utilizadas
para o0 manejo da hipercolesterolemia indicam que a concentracao terapéutica apos
sua administracdo se situa na faixa de nanomolar — mesma faixa de concentracéo
necesséria para inibicdo da HMG-CoA redutase — (SOLOMON e FREEMAN, 2008;
RANG et al., 2008), o que torna interessante a pesquisa dos efeitos da

administragéo de doses menores destes farmacos.
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Sabendo-se que as doses necessarias para inibir a proliferacdo e induzir
apoptose estdo relacionadas a alta toxicidade e a observacdo do surgimento de
possiveis efeitos colaterais, 0 uso de estatinas como monoterapia - particularmente
no caso de tumores solidos - se torna restrito (OSMAK, 2012). Assim sendo, estudos
para determinar a interagdo entre o uso de estatinas e quimioterapicos vem sendo
realizados (embora ainda sejam poucos), geralmente com o surgimento de efeitos
aditivos ou sinergisticos. Como exemplo, temos um estudo de fase Il em que a
sinvastatina é utilizada em adicdo ao irinotecan, 5-fluorouracil e a leucovorina na
guimioterapia de pacientes com cancer de colon metastatico (LEE et al., 2009).
ConcentragOes terapéuticas de sinvastatina, neste caso, sédo capazes de aumentar a
sobrevivéncia destes pacientes. Ainda, os autores discutem que estes efeitos podem
estar relacionados a acfes antiangiogénicas e a inducdo de senescéncia celular nas

células tumorais.

2.2.2.1 Efeitos das estatinas em células de melanoma

Triagens clinicas controladas do uso de estatinas na prevencédo de doenca
cardiaca revelaram uma menor incidéncia de melanoma (e de outros tipos de
cancer) entre as pessoas que fazem uso destes medicamentos (DEMIERRE e
SONDAK, 2005). Utilizando informacdes provenientes de bancos de dados de
distribuicio de medicamentos e incidéncia de doencas, nos Paises Baixos,
KOOMEN e colaboradores (2007) analisaram a relacdo entre o uso de estatinas e a
incidéncia e progressdao de melanoma, e revelaram um efeito protetor destes
farmacos na progressdo da doenca, com reducdo da densidade de Breslow. A
densidade de Breslow é uma medida de volume tumoral calculada com base na
profundidade do tumor a partir da epiderme e do didametro, que fornece uma
excelente correlacdo com o prognéstico do paciente: por exemplo, quanto maior o
valor da densidade em milimetros, pior o prognostico (BRESLOW, 1970). Entretanto,
a metandlise sistemética realizada por FREEMAN et al., (2006), que incluiu dados de
varios trabalhos realizados, ndo validou a possibilidade das estatinas atuarem na
prevencado do melanoma.

Em trabalhos que analisam a acédo das estatinas in vitro em linhagens
celulares de melanoma, os dados indicam a acao antitumoral destes medicamentos
através de varios mecanismos. Foi demonstrado que a sinvastatina € capaz de

induzir a apoptose e parada do ciclo celular em diferentes linhagens deste tumor.
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Ocorreram  diminuicdo da viabilidade celular, mudancas morfoldgicas
(arredondamento relacionado a inibichio da prenilacdo de proteinas G
reorganizadoras do citoesqueleto), apoptose e parada do ciclo celular, com o
aumento dos niveis de p21 e p27 em diversas linhagens de origem humana (SAITO
et al., 2008). Ensaios utilizando a lovastatina demonstraram que este farmaco é
capaz de induzir a apoptose em células de melanoma humano representando os
diferentes estagios de progressdo da doenca, e acredita-se que a apoptose seja
mediada pela inibicdo da geranilgeranilacdo de proteinas Rho (SHELLMAN et al.,
2005). COLLISSON et al., (2003) testaram os efeitos antitumorais da atorvastatina,
estatina de segunda geracdo, em células de melanoma humano, demonstrando que
esta é capaz de alterar a localizacdo celular das proteinas RhoA e RhoC,
removendo-as da membrana celular e, consequentemente atenuando a sinalizacéao
mediada por estas proteinas. Além disso, demonstraram a inibicdo da invasao
celular e metastase em modelo murino.

GLYNN et al., (2008) analisaram os efeitos de quatro estatinas em linhagens
celulares de melanoma humano. Destas, somente a pravastatina falhou em inibir a
proliferacdo, como também mencionado por SHELLMAN et al., (2005), o que pode
estar relacionado ao fato desta ser hidrofilica, ndo se ligar a proteinas plasmaticas (o
que dificulta a distribuicdo pelos tecidos e entrada nas células) (SCHACHTER,
2005). A lovastatina, mevastatina e a sinvastatina foram eficientes, inibindo a
proliferacdo em todas as linhagens testadas, sendo a sinvastatina o farmaco mais
potente nesta finalidade. Outros resultados deste estudo incluem a indugcéo de
apoptose e a diminuicdo da invasao celular (ambos de maneira dependente de
concentracdo). Foram observadas ainda pequenas mudancas na adesédo das células
a moléculas da matriz extracelular (laminina, vitronectina e colageno | e IV) e as
integrinas (dos tipos a4 e a5B5) (GLYNN et al., 2008).

Uma representacdo esquematica dos efeitos antitumorais das estatinas é

apresentada na Figura 5.
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FIGURA 5—- EFEITOS ANTITUMORAIS PROPOSTOS DOS INIBIDORES DA HMG-CoA REDUTASE
FONTE: CHAN et al., 2003.

NOTA: Demonstracdo esquematica ilustrativa dos efeitos anti-proliferativos, anti-invasivos e da
inducéo de apoptose mediados pelas estatinas.

A inducédo da parada de proliferacéo pelas estatinas poderia ser um indicio da
ocorréncia de senescéncia celular, um processo de parada da progresséao do ciclo
celular irreversivel com caracteristicas fenotipicas distintas cuja caracterizacdo vem

sendo amplamente estudada e que sera discutido em detalhes a seguir.

2.3 SENESCENCIA CELULAR

O estado de senescéncia celular € definido como a resposta a um estresse
nao letal que resulta em parada de proliferacdo permanente com fendtipo bioquimico
e morfolégico distinto (EWALD et al.,, 2010). A irreversibilidade da parada de
proliferacdo, aliada ao fato de a senescéncia ser uma resposta ao estresse
oncogénico, é o que diferencia as células senescentes de células quiescentes ou

terminalmente diferenciadas (CAMPISI, 2011). O estudo das vias de sinalizagao
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envolvidas na ativagdo da senescéncia celular é importante para a determinacéo do

fendtipo senescente.

2.3.1 Regulacéo da progressao do ciclo celular

A parada de proliferacdo € um aspecto chave na senescéncia, assim como a
perda de controle sobre a progresséo do ciclo celular € na carcinogénese. Células
normais possuem potencial proliferativo restrito, regulado pela acdo das quinases
dependentes de ciclina (CDKSs), as quais fosforilam diversas proteinas intracelulares
responsaveis pela progresséao do ciclo celular, entre elas Rb (FERREIRA e ROCHA,
2004).

As CDKs tornam-se ativas apenas ap0s a formacdo de complexos com
ciclinas especificas, que séo proteinas regulatdrias cuja concentracdo varia durante
o ciclo celular. A progressdo do ciclo celular esta relacionada com diferentes
combinagdes ciclinas/CDKs para cada fase, sendo que a transicdo da fase G1 para
S é mediada por CDK4 e CDK®6/ciclina D (FERREIRA e ROCHA, 2004).

No inicio da fase G1 a proteina do retinoblastoma (Rb) liga-se a E2F, um fator
de transcricdo que controla a expressdo de varios genes envolvidos com a
progressédo do ciclo celular. A ligacdo de Rb a E2F leva a inativagcédo deste fator de
transcricdo, e a célula fica em estado quiescente. Entretanto, se Rb for fosforilada,
inicialmente pela acdo do par CDK4 e CDK6/ciclina D, e posteriormente pelo par
CDK2/ciclina E, ocorre a liberacdo de E2F, que fica livre para ativar seus genes-alvo,
permitindo a transcricdo de genes que promovem a entrada da célula na fase S do
ciclo celular (POZNIC, 2009).

A medida que as células adentram a fase S, as ciclinas do tipo A substituem a
ciclina E como parceiras da CDK2. Na fase S tardia, as ciclinas A deixam CDK2 e
associam-se a CDK1. Subsequentemente, na entrada da fase G2, as ciclinas A sao
substituidas pelas ciclinas do tipo B, que no inicio da fase M desencadeiam o0s
eventos relacionados a mitose (PARK e LEE, 2003).

A acgdo de inibidores dos complexos ciclina/CDK é fundamental para prevenir

o descontrole da proliferacéo celular. O inibidor de ciclina p16™<*2

, codificado pelo
l6cus INK4A/ARF, age através da ligacdo a CDK4 e CDK®6, bloqueando sua
atividade e prevenindo a fosforilacdo de Rb e impondo a parada do ciclo celular em
G1, desta forma atuando como um possivel indutor de senescéncia (SHARPLESS e

CHIN, 2003). A Figura 6 apresenta as diferentes fases de progressao do ciclo
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celular, a interacdo entre os complexos ciclina/CDKs e os inibidores responséaveis
pelo controle desta progresséao.

E importante frisar que mutacdes em INK4A/ARF estdo relacionadas ao
desenvolvimento de melanoma familiar, porém séo raras no melanoma esporadico
(NEWTON BISHOP et al.,, 1999; BATAILLE, 2000). No estudo do melanoma
esporadico, ha evidéncias de baixa expressdo e do silenciamento de INK4A/ARF
através de hipermetilacdo em tumores primarios e metastaticos (MARINI et al.,
2006).

Outros inibidores da progress&o do ciclo celular, tais como p21°P* e p27<P,
possuem atividade mais ampla, sendo capazes de inibir todos os outros complexos
ciclina/CDK, pois possuem estruturas que os permitem ligar-se tanto a subunidade
ciclina quanto a CDK (SHERR e ROBERTS, 1999; FERREIRA e ROCHA, 2004).
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FIGURA 6 — PROGRESSAO DO CICLO CELULAR

FONTE: FERREIRA e ROCHA (2004)

NOTA: Representacdo da dindmica de expressdo dos complexos de ciclina/CDKs e seus inibidores
ao longo das fases do ciclo celular.
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2.3.2 Resposta a danos ao DNA

Danos ao DNA podem ser iniciadores do processo de senescéncia atraves de
diversos mecanismos como diminuicdo telomérica (caso ocorra danos ao DNA
codificante), ou inducdo da acdo de oncogenes, como por exemplo, HRAS. A
inducdo de HRAS em fibroblastos culmina em uma fase hiperreplicativa destas
células, em que a senescéncia é induzida e estd diretamente associada a um
aumento da resposta aos danos ao DNA,; inativando esta resposta, a senescéncia é
revogada e ocorre a transformacgéo dos fibroblastos (DI MICCO et al., 2006). Nesse
contexto, surge a funcdo de uma das mais importantes moléculas antitumorais
atuantes, a proteina p53. Seu papel €, principalmente, eliminar células danificadas,
ou pela promoc¢cao da morte celular por apoptose, ou pela retirada do potencial
proliferativo destas células, através da inducdo de senescéncia (Figura 7). Uma
Gnica quebra em DNA dupla fita é capaz de induzir aumento mensuravel de p53, que
atua como fator transcricional (LEVINE, 1997). Por outro lado, a ligagéo da proteina
HDM2 bloqueia a funcdo de p53, pois direciona a ligacdo de uma molécula de
ubiquitina a p53 e a exportacdo desta do nucleo para o citoplasma; a subsequente
poliubiquitinacdo de p53 assegura sua rapida degradacdo em proteossomos
citoplasmaticos. O antagonista da acdo de HDM2 é a proteina ARF, codificada
(assim como p16) pelo l6cus INK4A/ARF; esta se liga a HDM2 e inibe sua acéao,
aparentemente por meio do sequestro de HDM2 no nucléolo (CHENE, 2003). Além
disso, 0 aumento da expressdo de p21 também é mediado por p53 e esta inducéo,
por sua vez, explica a acdo citostatica (em vez de pré-apoptética) de p53
(STEWART e WEINBERG, 2006).
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FIGURA 7— MECANISMO DE ACAO DE p53 EM RESPOSTA A DANOS AO DNA

FONTE: FERREIRA e ROCHA, 2004

NOTA: A proteina p53 é um regulador transcricional induzido em resposta a danos ao DNA e pode
levar a parada do ciclo celular ou indugdo de apoptose em resposta a deplecdo de metabdlitos,
choque térmico, hipdxia, oncoproteinas virais e oncogenes celulares ativados. A proteina Bax € um
membro da familia Bcl2 de acdo pré-apoptética, ao passo que Bcl2 possui fungdo antiapoptoética;
ambas tem sua funcao regulada por p53 (HASTY e CHRISTY, 2013).

O trabalho de SATYANARAYANA et al., (2004) prop6e uma hipétese para o
mecanismo de inducdo da senescéncia por estimulo classico e estabelece uma
ligacdo entre as vias de inducdo de senescéncia. Os autores demonstraram que
para a célula entrar em senescéncia sao necessarios dois fatores: (1) sinalizagcéo
para proliferacdo celular (ativacdo de ERK) e (2) sinalizacdo induzida por um
componente gerador de estresse (por exemplo, producdo de espécies reativas de
oxigénio — EROs). A combinacdo entre estes dois fatores levaria a inducdo de
INK4A/ARF e também ao aumento dos niveis de p21.

A andlise da expressao de pl16, pl4/ARF, p53 e p21, portanto, faz parte da
determinacao do fendtipo senescente. A parada de proliferacdo e a resisténcia a
apoptose também sdo importantes caracteristicas destas células. As alteracbes
morfologicas, entretanto, sdo a maneira mais comum de examinar a ocorréncia de
senescéncia. De maneira geral, células senescentes apresentam aspecto achatado,
com frequentes multinucleacdes. Além disso, a determinagdo do aumento da
atividade de B-galactosidase associada a senescéncia, que confere coloracdo azul
as células, é o marcador padrao para determinacado visual da senescéncia celular
(CAMPISI e DI FAGAGNA, 2007). E importante frisar que todos estes aspectos que
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estdo compreendidos no fendtipo senescente sdo compartilhados nos diferentes
tipos de senescéncia: replicativa, induzida por oncogene e induzida por terapia.
A Figura 8 ilustra as principais caracteristicas do fendtipo senescente e as

vias de sinalizacdo responsaveis por sua ocorréncia nas células.
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FIGURA 8 - FENOTIPO SENESCENTE E VIAS DE SINALIZA(;AO ENVOLVIDAS EM
SENESCENCIA

FONTE: Adaptado de CAMPISI e DI FAGAGNA, 2007

NOTA: A — O fendtipo senescente corresponde a uma combinacdo de mudancas de comportamento,
estrutura e funcionamento celulares que ocorre apos o estabelecimento da senescéncia. B — Sinais
indutores de senescéncia, tais como danos ao DNA e outros fatores de estresse podem ativar as vias
de sinalizagdo de p53 e pRb. A agédo citostatica de p53 se da através da ativacdo de p21, ao passo
gue a de pl6 se da pela inibicdo da atividade do fator de transcricdo E2F (CAMPISI e DI FAGAGNA,
2007).

2.3.3 Senescéncia replicativa (RS)

Este estado foi primeiramente descrito em um estudo de HAYFLICK e
MOORHEAD (1961), em que os resultados indicavam que fibroblastos humanos
normais paravam de proliferar ap0s um nuamero finito de etapas de cultivo destas
células in vitro, porém permaneciam metabolicamente ativos, num processo

denominado senescéncia replicativa.
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A senescéncia replicativa estd associada ao surgimento de sindromes e
doencas relacionadas ao envelhecimento, e é causada principalmente — entre outros
fatores — pelo encurtamento telomérico. Os telébmeros consistem em elementos de
DNA repetitivo nas extremidades dos cromossomos que protegem os finais do
material genético contra degradacdo e recombinacdo. A maquinaria de replicacdo
celular ndo é capaz de copiar o final de moléculas lineares, portanto, a cada ciclo de
divisdo celular os teldmeros se tornam mais curtos, até alcancarem um tamanho
critico, que leva a instabilidade cromossémica. Em tecidos normais, esta
instabilidade desencadeia a senescéncia celular, ou a apoptose, dependendo do tipo
de célula envolvido e do contexto em que estas alteracdes acontecem (BLASCO,
2005).

Os teldmeros podem ser elongados novamente pela acédo da telomerase, uma
ribonucleoproteina com atividade de transcriptase reversa, que utiliza uma molécula
de RNA associada como molde para adicdo das repeticbes teloméricas (TTAGGG)
ao fim dos telébmeros. Os niveis de expressao e atividade desta enzima em tecidos
adultos, porém, sédo reduzidos e ndo compensam a perda de tamanho que ocorre
com os teldémeros ao longo das divisdes nas células. E interessante notar que a
vasta maioria dos tipos de tumores humanos adquiriu mecanismos para manter os
telomeros elongados, e que, geralmente estes mecanismos envolvem a expressao
aumentada da telomerase (STEWART e WEINBERG, 2006). O encurtamento dos
teldmeros, entretanto, vem sendo relacionado, através de varios estudos em uma
grande variedade de tecidos, com doencas relacionadas ao envelhecimento, como a
colite ulcerativa, cirrose hepética, aterosclerose e anemia aplastica, por exemplo
(O'SULLIVAN et al., 2002; WIEMANN et al., 2002; SAMANI et al., 2001,
YAMAGUCHI et al., 2005).

2.3.4 Senescéncia induzida por oncogene (OIS)
Posteriormente, SERRANO et al., (1997) estabeleceram que o0s niveis de

6™ 2 acumulam-se progressivamente ao longo da proliferacdo de células em

pl
cultura transformadas por RAS, levando-as a parada permanente em G1. Este
processo foi entdo denominado “senescéncia induzida por oncogene”, e mostrou
qgue a inibicdo da progressdo do ciclo celular através do l6cus INK4a/ARF possui

uma funcéo decisiva na senescéncia celular.
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O processo de formacgédo do nevus melanocitico € um exemplo da ocorréncia
de OIS (Figura 9). A atividade aumentada do oncogene BRAF nos melandcitos faz
com que a proliferacdo destas células aumente. A subsequente parada de
proliferacdo é resultante da ativacao de p16, o que leva a formacédo de um cluster de
células senescentes, que podem permanecer desta maneira por tempo
indeterminado (MEYLE e GULDBERG, 2009). A ocorréncia de senescéncia neste
contexto é considerada um mecanismo de acdo antitumoral, visto que impede a

proliferacdo desenfreada dos melandcitos, génese dos melanomas.

Ativag¢do da via Inativagdo da Inativagdo do Ativagdo da via
MAPK checagem em G1 eixo p53-ARF PI3K-AKT

| BRAF 1 | PTEN. 1

NRAS 1| e

Senescéncia

>

Melandcito Nevus Melanoma
normal benigno primario Melanoma
metastdtico

FIGURA 9 — FORMACAO DO NEVUS MELANOCITICO: UM EXEMPLO DE SENESCENCIA NA
PROGRESSAO DO MELANOMA

FONTE: Adaptado de MEYLE e GULDBERG, 2009

NOTA: A senescéncia celular na formacéo do nevus melanocitico é considerada um mecanismo de
protecdo contra o cancer, pois impede a proliferacdo celular indiscriminada, e o processo é
fisiologicamente relevante porque é induzido por oncogenes ativados em células somaéticas normais.
As células tumorais ultrapassam a senescéncia através da inativagdo de suas vias de indugao chave,
como pl6 e p53 (GRAY-SCHOPFER et al., 2007).

Niveis aumentados de p16 também sdo evidenciados em tecidos como a pele
e os rins de individuos mais velhos (RESSLER et al., 2006; CHKHOTUA et al.,
2003), e em modelo animal de envelhecimento, sendo que em modelo animal
observa-se ainda o aumento concomitante de ARF (KRISHNAMURTHY et al., 2004).
Ainda néo é possivel, entretanto, saber se 0s sinais que servem para prevenir a
formacdo de uma neoplasia através de pl6 sdo 0s mesmos sinais que promovem 0

envelhecimento.
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2.3.5 Senescéncia induzida por terapia (TIS)

A indugédo de senescéncia em células tumorais através do uso de compostos
quimicos diversos convencionou-se chamar de “senescéncia terapia-induzida” (TIS).
Neste contexto, os estudos foram iniciados com o0 uso de quimioterapicos
conhecidos, tais como a doxorrubicina e a cisplatina. Verificou-se que estes
compostos séo capazes de induzir senescéncia em diferentes linhagens celulares,
com destaque para o uso de concentracbes menores do que as necessarias para
induzir apoptose (CHANG et al., 1999; ELMORE et al., 2002). Recentemente, varios
outros farmacos vem sendo testados para este fim. ZHU et al., (2013b)
demonstraram que o uso do sunitinib (um inibidor de receptores tirosina-quinases) é
capaz de induzir senescéncia em modelo de carcinoma de células renais, e que esta
inducéo é dependente da ativacdo de p53 tanto in vivo quanto in vitro. A ativacdo de
p53 — com consequente acumulo de p21 — € o mecanismo pelo qual a temozolomida
(agente alquilante de DNA) induz senescéncia em células de melanoma (MHAIDAT
et al., 2007).

Outros exemplos interessantes de indutores de TIS sdo o fator de
crescimento semelhante a insulina do tipo | (IGF-1) e o glicosideo A do extrato da
planta condurango (CGA). O IGF-l esta relacionado com o crescimento e
proliferacdo celulares e o envelhecimento e induz senescéncia em culturas primarias
humanas e de camundongos via ativacao de p53/p21, possivelmente em resposta a
danos ao DNA induzidos por EROs (HANDAYANINGSIH et al., 2012). O extrato de
condurango é utilizado para varios fins em medicina popular, porém seus efeitos
antitumorais ndo haviam sido validados. Este extrato contém varios gangliosideos, e
foi demonstrado que o CGA é capaz de induzir senescéncia e apoptose em células
HelLa, também relacionada ao aumento dos niveis de EROs e a ativacdo de p53
(BISHAYEE et al., 2013). O aumento de p21 via p53 também é o mecanismo de
inducdo de senescéncia pelo metotrexato (redutor de folatos) em células de
adenocarcinoma colorretal (DABROWSKA et al., 2009).

Em células de cancer de prostata, o tratamento com lovastatina (0,3umol/L,
durante cinco dias) foi capaz de induzir senescéncia e parada de proliferacdo em G1
(LEE et al., 2006). A ocorréncia de senescéncia, neste caso, foi relacionada com o
defeito da translocacao de RhoA para a membrana celular. Este constitui o primeiro
exemplo de uso de estatinas como indutores de senescéncia. Além disso, evidéncias

indicam que o uso de doses terapéuticas (100nm/L) de sinvastatina induz
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senescéncia em cultura primaria de células epiteliais prostéticas, o que estaria
relacionado ao aumento da expressao de p21 e p27 (MURTOLA et al., 2011).

Além de melhor detalhar os mecanismos pelos quais o fendétipo senescente
se estabelece, estes estudos visam avaliar a possibilidade de aplicacao clinica da
TIS. Algumas vantagens, tais como (1) parada de crescimento persistente, na qual
as células permanecem estaveis, (2) inducdo da resposta imune, aumentando a
susceptibilidade as células NK e (3) uso de doses menores dos agentes
terapéuticos, limitando possiveis efeitos toxicos, tornam a TIS uma abordagem
promissora como terapia adjuvante no tratamento de tumores (ZHANG e YANG,
2011).

2.4 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO: FORMACAO E PAPEL EM
PROCESSOS FISIOPATOLOGICOS

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo formadas constantemente em
Nosso organismo e removidas pelas defesas antioxidantes, num estado denominado
“equilibrio redox”. Algumas EROs sao radicais livres, que sdo espécies que contém
um ou mais elétrons ndo pareados. A maioria das moléculas biolégicas € nao-
radical, contendo somente elétrons pareados; os elétrons ndo-pareados das
espécies radicais conferem a estas uma alta reatividade. Uma caracteristica das
reacdes envolvendo radicais livres com ndo-radicais € que estas tendem a ocorrer
como reacdes em cadeia, em que um radical gera outro, o que geralmente leva a
efeitos danosos (HALLIWELL, 1991).

O “estresse oxidativo” ocorre quando ha uma superproducdo de EROs e/ou
funcdo deficiente de antioxidantes enzimaticos ou ndo enzimaticos. O excesso de
EROs pode danificar lipideos celulares, proteinas e DNA (VALKO et al., 2007).

Como exemplos de espécies reativas de oxigénio temos o anion superéxido
(02"), radicais hidroxila ("OH), hidroperoxila (HOO") e alcoxila (LO"), peréxido de
hidrogénio (H202), oxigénio singlete (*A402 '0,), 0zdnio (Os) e &cido hipocloroso
(HOCI) (VALKO et al., 2004).

A adicdo de um elétron ao O, forma o anion superéxido (O,") (MILLER et al.,
1990) e sua producado ocorre principalmente nas mitocdndrias, durante o processo
de transducdo de energia, através de um “vazamento” prematuro destes elétrons
dos complexos | e lll para o oxigénio (CADENAS e DAVIES, 2000). Este radical
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também pode ser produzido por células fagociticas, no burst respiratério, para
auxiliar na destruicdo de patdogenos (DECOURSEY e LIGETI, 2005).

O H;O, é uma espécie reativa nao-radicalar, mas de importante papel
biologico. Pode ser formado nos peroxissomos, em condicbes fisioldgicas, e, se
liberado no citoplasma, contribui de forma significativa com o estresse oxidativo
(VALKO et al., 2004). Muitos dos efeitos oxidantes do H,O, sé@o causados pela
interacdo com metais de transicéo, principalmente Fe** e Cu*, produzindo “OH pela

reacao de Fenton:

H,0, + Fe?* (ou Cu*) - Fe* (ou Cu®**) + OH + "OH

O radical hidroxila (OH) possui alta reatividade e uma meia-vida muito curta
(cerca de 107s), reagindo, portanto no préprio local de formacéo (LIOCHEV e
FRIDOVICH, 1994). Dentre os radicais peroxila, o mais simples dos radicais é o
radical hidroperoxila (HOO"), que corresponde a forma protonada do O,". Foi
demonstrado por AIKENS e DIX (1991) que este radical € o iniciador da peroxidagéo

dos &cidos graxos.

2.4.1 Defesas antioxidantes

Um antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que impede,
previne ou reverte88 o dano oxidativo. Uma reacdo de sequestro (scavenging) de
radical € protetora somente se o produto € menos reativo ou danoso que a espécie
inicial. Entretanto, este ndo € sempre o caso de reacdes envolvendo radicais, pois a
inativacdo de um radical pode levar a formacao de outro (WINTERBOURN, 2008).
Entre os compostos antioxidantes de baixo peso molecular, os mais conhecidos séo
a vitamina E (a-tocoferol) e a vitamina C (4cido ascorbico), sendo que o primeiro é
um antioxidante relacionado a acdo em membranas (prevenindo assim a
propagacédo da peroxidacéo lipidica) e o ultimo é um antioxidante de fase aquosa e
esta presente no plasma (HALLIWELL, 1991; DAVIES, 2000).

Em resposta ao estresse oxidativo, ocorre a inducdo da expressao de
enzimas antioxidantes. Entre os principais sistemas antioxidantes conhecidos estéo
as superoxido dismutases (SODs), que catalisam a reacdo de dismutacdo do anion

superoéxido:
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Todos os membros da familia das SOD utilizam metais de transicdo em seus
sitios ativos; células animais possuem formas distintas de SOD citoplasmaticas e
extracelulares (CuzZn-SOD), e a Mn-SOD mitocondrial (revisado por FRIDOVICH,
1995). O produto da reacédo (H.0,) também é tdxico e necessita ser rapidamente
removido, o que é realizado por duas enzimas — glutationa peroxidase e catalase —
que reduzem o H,0O, a dgua e oxigénio. A glutationa peroxidase (GPx) utiliza o poder
redutor da glutationa (GSH) para detoxificar o H,O citoplasmatico, numa reacédo em
gue duas moléculas de GSH s&o oxidadas para formar o composto dissulfeto GSSG.
A enzima complementar glutationa redutase (GRed) utiliza NADPH para reduzir o
GSSG a duas moléculas de GSH. Por outro lado, a maior parte da catalase presente
em células animais estd presente nos peroxissomos, onde possui a funcdo de
remover o H,O, gerado pela B-oxidacédo dos acidos graxos (HALLIWELL, 2007).

As peroxirredoxinas sdo enzimas que reduzem hidroperéxidos através do uso
de elétrons fornecidos por tidis fisioldgicos, visto que possuem pelo menos um
residuo de cisteina conservado que sofre um ciclo de oxidac&o peréxido-dependente
e consequente reducdo tiol-dependente durante a catalise. As peroxirredoxinas
protegem componentes celulares removendo as baixas quantidades de peroxidos
produzidas como resultado do metabolismo celular normal (RHEE et al., 2005). A
representacdo das vias de formacdo de EROs e da acdo dos principais sistemas

antioxidantes enzimaticos esta exemplificada na Figura 10.
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FIGURA 10 — VIAS DE FORMACAO DE EROs E PAPEL DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES NO
ESTRESSE OXIDATIVO

FONTE: ZHAO et al., 2007

NOTA: GPx (Glutationa Peroxidase), GR (Glutationa Redutase), SOD (Superdxido Dismutase), Prx
(Peroxirredoxina), TR (Tiorredoxina Redutase), MPO (Mieloperoxidase), NOS (Oxido Nitrico Sintase).

2.5 EROs COMO MEDIADORES DE SENESCENCIA CELULAR

A relacdo entre oxidantes intracelulares e o programa de senescéncia foi
reforcada pela observacdo de que o tratamento de fibroblastos normais com H,0,
pode induzir a rapida entrada destas células em senescéncia. De maneira notavel, a
concentracdo de H,O, parece influenciar o destino destas células, pois altas
concentracbes de EROs parecem iniciar a apoptose, enquanto baixas
concentracdes favorecem a senescéncia (CHEN et al., 1998). Estes autores também
destacam que baixas concentracdes de H,O, induzem o aumento dos niveis de p53
e 0 consequente aumento de p21, levando a parada de proliferacdo em G1.

Como vimos anteriormente, a senescéncia pode ser mediada pela ativacao de
oncogenes, como RAS. A expressdao de RAS em fibroblastos resultou em um
aumento dos niveis de H,0O; intracelular, ao passo que o tratamento destas células

com N-acetilcisteina (NAC) ou a diminuicdo do oxigénio ambiente foi suficiente para
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bloguear a inducdo da expressdo de p53/p21, e resgatar estas células da
senescéncia RAS-induzida (LEE et al., 1999). Os resultados deste trabalho sugerem
gque EROs podem estar agindo em resposta a RAS na inducdo de senescéncia,
porém pouco se sabe sobre os intermediarios que estao envolvidos entre RAS e p53
(COLAVITTI e FINKEL, 2005). Os estudos de WU et al., (2004) estabeleceram, de
maneira elegante, que a seladina-1 (3B-hidroxiesterol A®-redutase — uma
oxidorredutase dependente de FAD) €& um destes intermediarios. Os autores
descobriram esta conexdo realizando um screening de supressao genética em
fibroblastos embrionarios de camundongo, com o objetivo de encontrar genes que,
guando suprimidos, permitissem o0 escape destas células da senescéncia induzida
por RAS, e estabeleceram que, apés estresse oncogénico ou oxidativo, a seladina-1
se liga a porcao C-terminal de p53, deslocando HDM2 e permitindo assim o acumulo
de p53; ndo foram observadas mudancas no perfil de acimulo de p16™¢*2.

Outra via de inducdo de senescéncia relacionada a EROs envolve a
expressao constitutiva de AKT. A ativacédo desta quinase inibe o fator de transcricao
Foxo3a e isto culmina na diminuicdo das defesas antioxidantes (Mn-SOD) e
aumento de EROs, que, por sua vez, resulta na maior atividade de p53/p2l
(MIYAUCHI et al., 2004).

De consideravel importancia na relagdo estresse oxidativo/senescéncia é a
funcdo da familia de proteinas p38™A"X. Estas proteinas s&o quinases ativadas por
mitégenos, que fazem a ligacdo entre sinais extracelulares e a maquinaria
intracelular, regulando processos como inflamacédo, progressdo do ciclo celular,
diferenciacdo e morte celular (COULTHARD et al., 2009). KURATA (2000)
demonstrou que baixas doses de H,O, induziam a parada de proliferacdo de células
linféides (com auséncia de apoptose) e que esta parada possui relacdo com a
ativacdo de p38, estabelecendo a primeira relacdo entre p38, estresse oxidativo e
senescéncia celular. Evidéncias indicam que a ativacdo de p38 em fibroblastos
normais pode ocorrer de forma dependente ou independente do encurtamento
telomérico e que persiste mesmo apdés a retirada do estimulo indutor da
senescéncia, o que tornaria p38 um fator comum na senescéncia induzida por
diferentes estimulos (IWASA et al., 2003). Ainda, os autores observaram que a
inducao de p38 é acompanhada pelo aumento da expressao de pl6 e expressao de
pRb, porém nao ha ativagéo de p53.
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Por outro lado, foi evidenciado que p38 esta ativada durante a senescéncia
induzida por p53 em células de cancer de bexiga (JUNG et al., 2004), e que 0 uso
da vitamina C foi capaz de inibir a senescéncia nestas mesmas células, prevenindo
0 acumulo de EROs e a ativacdo de p38 (KIM et al., 2008). Além disso, em
fibroblastos tratados com H,O, a presenca de p38 € capaz de induzir a expressao
das SODs e da catalase, o que levaria & maior sobrevivéncia destas células, quando
comparadas a células em que esta proteina esta silenciada (GUTIERREZ-UZQUIZA
et al.,, 2012). Recentemente, demonstrou-se que a peroxirredoxina-1 é capaz de
regular a funcdo de p38 na sinalizagdo para senescéncia, através da modulagéo da
atividade das fosfatases que desfosforilam e inativam p38. O aumento dos niveis de
H,O, medeia a inativacdo destas fosfatases, porém em altas doses de H,O, a
peroxirredoxina as protege contra inativacdo, 0 que previne a ocorréncia de
senescéncia via p38 em células MCF-7 (linhagem de cancer de mama) (TURNER-
IVEY et al., 2013).

Uma demonstragcdo dos mecanismos pelos quais p38 pode exercer funcéo
citostatica esta representada na Figura 11. Como se pode observar, a regulacdo da
progressdo G1-S do ciclo celular via p38 esté relacionada a ativacdo e estabilizacao
de p53, sendo a estabilizacdo mediada via pl4/ARF. Esta ativacdo resulta no
aumento da expressao de p21. Além disso, p38 pode causar a diminuicdo dos niveis
de ciclina D1, através de inibicdo direta em nivel transcricional, pela acdo da
proteina HBP1 (repressor da transcricdo) ou pela fosforilacdo de ciclina D1 — sendo
a consequéncia a ubiquitinacdo e degradacdo da proteina. Além disso, p38 é capaz
de promover a degradacdo de Cdc25A (fosfatase que ativa CDK4 e CDK2) e ao
acumulo de p16. Todas estas a¢cBes levam a parada da progressado do ciclo celular
em G1-S (revisado por THORNTON e RINCON, 2009).
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FIGURA 11 — p38 NA REGULAGCAO DA PROGRESSAO G1-S

FONTE: THORNTON e RINCON, 2009

NOTA: p38 promove a parada em G1-S através da inibicdo da ativacdo de CDK4/6, pelo aumento da
expressdo génica de pl19 (p14, em humanos) — o que culmina em aumento de p53 — e pela ativagao
direta de p53, entre outros mecanismos.
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2.6 EROs E MELANOMAGENESE

Espécies reativas de oxigénio podem atuar como moléculas transdutoras de
sinais em vias reguladoras do crescimento celular (como por exemplo, MAPK e
PI3K), e também assim serem instrumentos do processo de carcinogénese (VALKO
et al., 2006).

A transformacdo dos melandcitos, por exemplo, estd associada a alteracbes
estruturais dos melanossomos. Além de produzirem a melanina, e assim conferirem
protecdo a estas células, os melanossomos também protegem a célula realizando o
sequestro de radicais livres gerados pela luz solar e pelo metabolismo celular. No
melanoma, esta situagdo se inverte, e 0s melanossomos passam a produzir
espécies reativas, como o H,O, (FRUEHAUF e TRAPP, 2008).

Como mencionado anteriormente, 0s névos melanociticos sdo compostos por
melanocitos em estado de senescéncia induzida por oncogene. LEIKAM et al.,
(2008) demonstraram que a geracdo de melandcitos com fendtipo senescente é
dependente da presenca de EROs produzidas exclusivamente em células com uma

grande quantidade de receptores tirosina-quinases (RTK) ativos.
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No melanoma, EROs sdo geradas em todos os estagios de progressao,
através de diversos mecanismos e situacdes como o proprio metabolismo celular, a
resposta imune contra o tumor e a sintese de melanina, por exemplo. Os efeitos
pleiotrépicos destas espécies reativas quando “tamponadas” adequadamente (como
a modulacéo de cascatas de sinalizac&o celular, a ativacao de fatores de transcrigao
e a difusdo de EROs para a matriz extracelular) resultam em uma série de respostas
celulares que podem contribuir para a progressdao do melanoma — e nao para o
direcionamento da apoptose ou parada de proliferacdo. Ainda, o0 melanoma € um
tumor resistente as terapias que objetivam alcancar a apoptose por hipdxia,
diferentemente do carcinoma de células escamosas, por exemplo, que se
desenvolve no mesmo ambiente hipoxico e exposto a radiacdo UV, mas que nao
apresenta esta resisténcia. Sendo a sintese de melanina a principal fonte de EROs
nestas células, acredita-se que estas desenvolveram sistemas antioxidantes mais
apurados, que podem proporcionar a estas células o escape do estresse oxidativo
(revisado por WITTGEN e VAN KEMPEN, 2007). A Tabela 1 demonstra de maneira
bastante simplificada a expressao de antioxidantes em canceres de pele, em relacéo

a pele normal.

TABELA 1 — EXPRESSAO DE ANTIOXIDANTES EM CANCERES DE PELE,
COMPARADOS A PELE NORMAL

Tipo de tumor Catalase Mn-SOD Cu, Zn-SOD  GSH/GSSG
Melanoma + + + ++
SCC ° ° ° °
BCC - ° ° +

NOTA: BCC: Carcinoma de células basais; SCC: Carcinoma de células escamosas; +, expressao
aumentada se comparada a da pele normal; ®, expressao equivalente a da pele normal; -, expressao

diminuida comparada a pele normal.
FONTE: SANDER et al., 2004

Tendo em vista a producédo de EROs nos melanomas e demais tumores, trés
abordagens terapéuticas podem ser hipotetizadas. A primeira diz respeito a
diminuicdo dos niveis de EROs nas células, rompendo os processos de sinaliza¢do
promovidos por estas moléculas (FRUEHAUF e MEYSKENS, 2007). Entretanto, os
dados a respeito desta abordagem néo sdo animadores, pois 0 uso de antioxidantes,
como a NAC, adjuvantes a quimioterapia, pode proteger as células tumorais contra

os efeitos dos medicamentos e da radioterapia (LAWENDA et al., 2008). A segunda
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abordagem é uma alternativa a primeira, e consiste em tirar proveito da natureza
toxica das espécies reativas formadas no melanoma, permitindo que estas se
acumulem a niveis extremos, forcando a parada de proliferacdo, ou apoptose
(FRUEHAUF e MEYSKENS, 2007). A terceira abordagem diz respeito ao uso de
terapias adjuvantes para inibir os sistemas antioxidantes, o que pode ser eficiente,
no caso dos melanomas. Nesse contexto, pode-se citar o uso do dissulfiran (DSF) e
do 2-metoxiestradiol (2-MEy); o primeiro afeta a capacidade redutora da glutationa e
induz apoptose, e 0 segundo € um inibidor da atividade da SOD capaz de promover
parada de proliferacdo de células de melanoma (CEN et al., 2002; DOBOS et al.,
2004).

Como vimos, as estatinas possuem atividade antitumoral em diversos
modelos celulares. Entretanto, poucos estudos relacionam a acédo antitumoral das
estatinas com o aumento dos niveis intracelulares de EROs. Em células HepG2, a
diminuicdo de coenzima Q (CoQ) causada pela administracdo de altas doses de
sinvastatina foi associada a morte celular, ao aumento de danos oxidativos ao DNA
e a diminuicdo da sintese de ATP, efeito revertido pela suplementacdo de CoQ
(TAVINTHARAN et al., 2007). Este estudo fornece a primeira evidéncia de que a
sinvastatina pode exercer efeito em células tumorais a partir da inducado de danos
oxidativos.

O estudo de SANCHEZ et al., (2008) avaliando a morte de células de cancer
de mama induzida por sinvastatina corrobora esta hipotese. Nele, verificou-se que o
tratamento da linhagem MCF-7 com diversas estatinas (inclusive a sinvastatina) foi
capaz de aumentar a producdo de EROs, o que foi diretamente relacionado a
diminuicdo da sintese de DNA, a parada nas fases G1 e G2-M do ciclo celular e a
morte por apoptose e necrose. Além disso, o tratamento com N-acetilcisteina (NAC)
inibiu o efeito das estatinas sobre a morte das células, o que sugere que a acao
citotdxica das estatinas em células de cancer de mama seja mediada pelo estresse
oxidativo. A sinvastatina também foi capaz de induzir a morte celular por apoptose
em células de cancer de colon, e a apoptose foi acompanhada pelo aumento dos
niveis intracelulares de EROs e da glutationa oxidada (GSSG) e estes efeitos foram
revertidos pela adicdo de NAC e glutationa reduzida (GSH) (QIl et al., 2010).
Também neste trabalho foi evidenciado que a adicdo de SOD e catalase em
conjunto foi capaz de reduzir a citotoxicidade e suprimir 0 aumento dos niveis de

EROs induzido por sinvastatina (5umol/L, 24h).



51

3 JUSTIFICATIVA

O melanoma é um tumor altamente agressivo e resistente as terapias
convencionais, especialmente quando se encontra em condicbes de metastase, 0
gue torna necessaria a busca de novas alternativas para o tratamento deste tumor.
Atualmente, a busca por compostos antitumorais baseia-se na possibilidade de acao
sobre moléculas que participem de vias importantes para o estabelecimento e
progressdo do tumor. Além disso, compostos com possivel acdo citostatica e
indutora de morte celular também emergem como alternativas, quer para uso como
quimioterapicos, ou como adjuvantes.

A acao antitumoral das estatinas vem sendo amplamente estudada, bem
como o respectivo mecanismo de acao. Os efeitos de inibicdo da proliferacao celular
e de inducdo de morte celular por apoptose sdo evidenciados para diversas
linhagens tumorais, e seus possiveis reflexos na quimioprevencéo e na reducéo de
mortalidade por tumores é assunto de diversos estudos clinicos. A acao citostatica
da sinvastatina é de especial interesse para nosso trabalho, visto que procuramos
relaciona-la a ocorréncia de senescéncia celular.

As vias gerais de inducdo de senescéncia sdo conhecidas, e recentemente, 0
uso de farmacos e quimioterdpicos para a inducdo deste processo em células
tumorais tem se mostrado uma estratégia promissora no desenvolvimento de
abordagens alternativas para a quimioterapia. Além disso, a possivel relacéo entre a
ocorréncia da senescéncia celular com o estresse oxidativo também vem sendo
sugerida, e evidéncias indicam que as estatinas podem exercer efeitos pré-oxidantes
em células tumorais.

Tendo em vista: 1) a necessidade do desenvolvimento de alternativas
terapéuticas para o melanoma; 2) a acdo antitumoral das estatinas; 3) a necessidade
de definir os mecanismos de acdo antitumoral das estatinas e, 4) o crescente
interesse na inducdo da senescéncia celular através do uso de farmacos, este
trabalho objetiva avaliar a acdo da sinvastatina como indutor de senescéncia celular
em células de melanoma humano metastético. Para este fim, foram analisados
diversos parametros que definem o ja conhecido fendtipo senescente e procurou-se
estabelecer um mecanismo de inducdo da senescéncia. Também procuramos
avaliar a ocorréncia de morte celular, buscando relacionar se a ocorréncia de
senescéncia e apoptose pode se tratar de um efeito diferenciado entre as

concentracbes de sinvastatina utilizadas. Por fim, a possivel relacdo entre a
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ocorréncia de senescéncia e morte celular com o estresse oxidativo foi avaliada,
primeiramente, pela caracterizagdo da resposta de células tratadas somente com
sinvastatina e, posteriormente, pela adicdo concomitante de compostos que alteram

o balanco oxidativo celular.
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4 OBJETIVOS

Considerando que a sinvastatina é capaz de induzir parada de proliferacao de
células tumorais, e que este efeito pode ser um indicio da ocorréncia de senescéncia
celular, o objetivo geral deste trabalho foi caracterizar a possivel inducdo de
senescéncia celular mediada por sinvastatina em células de melanoma humano

metastatico.

Objetivos especificos:

e Avaliar os efeitos do uso de menores concentracbes de sinvastatina no
estabelecimento do fendtipo senescente em ceélulas de melanoma humano
metastatico utilizando ensaios para avaliacdo da progressao do ciclo celular,
atividade de B-galactosidase associada a senescéncia;

e Estabelecer o mecanismo de inducdo de senescéncia mediada por
sinvastatina através do estudo dos niveis de RNAmM e proteina dos
marcadores responsaveis pelo estabelecimento deste processo;

e Avaliar a ocorréncia de morte celular em células tratadas com menores
concentracbes de sinvastatina, através de ensaios para determinacdo de
viabilidade e morte celular;

e Relacionar a indugdo de senescéncia e morte celular induzidas por
sinvastatina a um possivel desequilibrio redox causado pelo uso deste
farmaco, analisando niveis de EROs intracelulares, a expressdo de enzimas
antioxidantes e da proteina p38“AFK;

e Analisar o efeito da adicdo de compostos que interfiram na inducdo de
senescéncia ou nos niveis de EROs intracelulares induzido pela sinvastatina
em células de melanoma humano, através da andlise da progressao do ciclo
celular, atividade de B-galactosidase associada a senescéncia, niveis de

EROs intracelulares e viabilidade celular.
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5 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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6 MATERIAIS E METODOS
6.1 PROCEDIMENTOS EM CULTIVO CELULAR
6.1.1 Esterilizacdo e manejo de materiais e células

Todos os materiais e vidrarias utilizados para os procedimentos de cultivo de
células (frascos para solucbes e meio de cultura, equipamento para filtragdo de
solugdes, tampas, ponteiras plasticas para pipetas autométicas e pipetas de vidro)
foram esterilizados em autoclave a 120°C, durante 30 minutos e sob pressdo de
latm. Apés a esterilizacéo, foi realizada a secagem do material em estufa a 50°C.

O manejo das culturas de células para experimentacdo foi realizado em

condic¢des de esterilidade, no interior de capela de fluxo laminar.

6.1.2 Solucbes, meios de cultura e materiais

6.1.2.1 Solucbes

A solucdo salina fosfato tamponada (PBS) utilizada para lavagem das células
em cultura foi preparada como uma solugéo estoque concentrada cinco vezes (NacCl
680mmol/L, KCI 13,4mmol/L, Na,HPO, 40,5mmol/L), e diluida para uso posterior.
Esta solucdo tem seu pH ajustado para 7,4, sendo esterilizada em autoclave nas
condi¢des anteriormente mencionadas e armazenada em temperatura ambiente.

Células aderentes foram soltas de seu substrato utilizando-se solugcdo de
tripsina-EDTA (NaCl 137mmol/L, KCI 54mmol/L, glucose 5mmol/L, Na;HPO,
0,42mmol/L, KH,PO,4 0,44mmol/L, NaHCO3; 2,3mmol/L, EDTA 0,53mmol/L e 50mg/%
de tripsina, pH 7,4). Esta solucéo é esterilizada por filtracgdo em membrana estéril
com poro de 0,22um (Millipore) sob pressdo em aparato Sartorius, em capela de
fluxo laminar e armazenada a -20°C.

A solucdo estoque de sinvastatina (Zocor®), droga gentilmente cedida pelo
Merck, Sharp & Dohme Laboratérios, encontra-se na concentracdo de 0,1M diluida
em etanol e armazenada a -80°C. Para os experimentos com células utilizamos
concentracfes variando entre 0,05 a 5umol/L de sinvastatina também diluidas em
etanol. Como controle foram utilizadas as condi¢des: células na presenga somente
de meio de cultura e células na presenca de meio de cultura e 0,025% de etanol
(veiculo da droga; volume equivalente ao utilizado no tratamento com 0,25umol/L de
sinvastatina).

O antioxidante N-acetilcisteina (Sigma-Aldrich) foi diluido em agua ultrapura

para obter a solucdo estoque a 0,1M, e esta foi filtrada manualmente em filtro de
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poro de 0,22um e armazenada a 4°C. Para o pré-tratamento das células, a
concentracéao utilizada foi de 2,5mmol/L de NAC.

O inibidor de catalase 3-amino-1,2,4-triazole (ATZ, Santa Cruz Biotechnology)
foi diluido em agua ultrapura para obter a solucdo estoque a 1M, esterilizada por
filtracdo manual em filtro de poro de 0,22um e armazenada a 4°C. Para o
cotratamento das células, a concentracdo utilizada foi de 20mmol/L, como
estabelecido por KARG et al., (1993) para linhagem celular de melanoma IGR-1.

O inibidor da proteina p53 pifitrina-a (Santa Cruz Biotechnology) foi diluido em
dimetilsulféxido (DMSO - Sigma-Aldrich) previamente esterilizado por filtracdo
manual para obtencdo da solugéo estoque a 10mmol/L, e armazenado a -20°C. Para
o0 pré-tratamento das células, a concentracdo utilizada foi de 10umol/L, como
utilizado por MHAIDAT et al., (2007) em linhagens de melanoma humano.

A sonda fluorescente DCFH-DA (Sigma-Aldrich) foi diluida em DMSO para
obter a solugcdo estoque a 2mmol/L e esterilizada por filtragdo manual, como
mencionado. Esta solugdo foi armazenada a -20°C, protegida da luz. Para o
cotratamento das células, a concentracao utilizada foi de 5umol/L.

Os anticorpos primarios utilizados para ensaio de Western Blotting foram: anti-
fosfo p53, anti-p53, anti-p21, anti-p16, anti-fosfo p38, anti-p38 e anti-GAPDH. Como
anticorpos secundarios foram utilizados: anticorpo policlonal de origem caprina anti-
IgG de coelho HRP-ligado e anticorpo policlonal de origem equina anti-lgG de
camundongo HRP-ligado. Estes anticorpos foram armazenados de acordo com as
instrucdes de cada fabricante e as condi¢cdes utilizadas para os ensaios estao
detalhadas na Tabela 3.

6.1.2.2 Meio de cultura, linhagens celulares e condi¢des de cultivo

O meio de cultura utilizado foi 0 meio Tu, composto de 80% do volume final
de meio MCDB153 (Sigma-Aldrich) e 20% do meio L15 de Leibovitz (Sigma-Aldrich).
Estes dois meios séo preparados separadamente, esterilizados por meio de filtracédo
em membrana de 0,22um em aparato Sartorius e misturados posteriormente. O
meio Tu foi suplementado com 2mmol/L de CaCl,, 5ug/mL de insulina humana
(Humulin-R, Lilly France S.A.S), 2% de soro fetal bovino (SFB — Gibco) e 50ug/mL
do antibiético gentamicina (Sigma-Aldrich).

As linhagens celulares estudadas (WM9 e WM35) foram gentilmente cedidas
pelo Dr. Meenhard Herlyn (Wistar Institute, Philadelphia — EUA). A linhagem WM9
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trata-se de uma linhagem de melanoma humano metastatico e possui entre suas
caracteristicas: potencial de formar colénias em agar, copia extra do cromossomo 7
e delecdo do braco longo do cromossomo 6, apresentando mutacdo em BRAF
(V600E). A linhagem WM35 trata-se de uma linhagem de melanoma humano de
crescimento radial (RGP), e também apresenta mutacdo de BRAF (V600E). Mais
informagbes sobre estas linhagens celulares podem ser encontradas em:

http://www.wistar.org/lab/meenhard-herlyn-dvm-dsc/page/melanoma-cell-lines-0

In vitro, as células WM9 e WM35 desenvolvem-se como culturas aderentes
cultivadas em garrafas de poliestireno estéreis (Techno Plastic Products — TPP).
Estas culturas foram mantidas em incubadora sob atmosfera de 5% de CO; e
temperatura de 37°C. A subcultura foi realizada de acordo com a confluéncia das
células, utilizando-se a solucdo de tripsina-EDTA para desprendé-las do substrato
plastico. As trocas de meio, quando necessarias, foram realizadas em intervalos de
48-72h, através do acompanhamento da coloracdo do indicador de pH do meio de
cultura. Para o armazenamento das linhagens, as células, em geral numa
quantidade de 10°/mL, foram suspensas em meio de cultura suplementado com 10%

de DMSO e criopreservadas em nitrogénio liquido.

6.2 AVALIAC}AO DA VIABILIDADE E MORTE CELULAR
6.2.1 Avaliacdo da viabilidade celular: método de cristal violeta

Para a analise da viabilidade celular apés tratamento com sinvastatina, foram
plaqueadas 5 x 10° células/poco em placas de 24 pocos e estas placas foram
deixadas em incubadora a 37°C sob atmosfera de 5% de CO, durante 24h para a
adesdao das células. Apés este periodo, foi realizado o tratamento com sinvastatina,
nas concentracbes de 0,05, 0,1, 0,25, 0,5 e 1umol/L. Todos os testes foram
realizados em triplicata. Os tempos de tratamento para a avaliagao inicial foram de
72, 96, 120, 144 e 168h. Finalizado o tratamento, o meio de cultura contendo
sinvastatina € retirado, as células foram lavadas com PBS, e posteriormente fixadas
com metanol 100% durante 10 minutos.

ApoGs este tempo, o metanol foi retirado e adicionou-se aos poc¢os a solucao
de cristal violeta (cristal violeta 0,2% em etanol 2%) durante 3 minutos. O cristal
violeta cora acidos nucléicos das células aderidas e fixadas (KUENG et al., 1989). O
cristal violeta foi retirado e foram realizadas de duas a trés lavagens com PBS para a

remocao do excesso de corante. ApOs estas lavagens, foi realizada a eluicdo do


http://www.wistar.org/lab/meenhard-herlyn-dvm-dsc/page/melanoma-cell-lines-0
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contetdo aderido as placas com uma solucédo de citrato de sodio (citrato de sodio
0,05mol/L em etanol 50%) durante 10 minutos. A absorbéancia foi determinada em
leitor de microplacas (Tecan Infinite 200, Tecan Systems, Inc.), utilizando filtro de
540nm. Os resultados foram expressos como porcentagem de células viaveis em
relacéo ao controle (considerado como 100% de células viaveis).

Para os experimentos em que foi utilizado NAC, as células foram pré-
incubadas com meio de cultura fresco contendo 2,5mmol/L deste composto durante
3 horas. Em seguida, o meio contendo NAC foi retirado, as células foram lavadas
com PBS e receberam o meio contendo sinvastatina. Para os experimentos em que
foi utilizada a pifitrina-a, as células foram pré-incubadas com meio de cultura fresco
contendo 10umol/L deste composto durante 2 horas. Em seguida, procedeu-se
como mencionado para NAC. Para experimentos em que foi utilizado o ATZ, as
células foram diretamente incubadas com meio de cultura contendo sinvastatina e
20mmol/L de ATZ. Finalizado o tempo de tratamento, em todos 0s casos procedeu-

se a coloracdo com cristal violeta como descrito anteriormente.

6.2.2 Avaliacdo morfologica: microscopia em contraste de fase

Para determinacdo da ocorréncia de alteracdes morfoldgicas nas células apés
tratamento com sinvastatina, estas foram plaqueadas em placas de 24 pocos e
tratadas, nas mesmas condicdes descritas para o experimento de determinacdo de
viabilidade celular. Apés o tratamento, as células foram analisadas em microscopio
de contraste de fase. Para este experimento utilizou-se microscépio Olympus CK2
(Olympus Optical Co.) e a captura das imagens foi realizada em camera digital
SONY Cybershot (Sony Corporation) em aumento de 200x. As micrografias obtidas
e 0 aspecto das células submetidas aos tratamentos foram comparados ao aspecto

morfologico considerado normal das células da condi¢do controle.

6.2.3 Avaliacdo da morte celular: marcacdo com Anexina V-FITC e lodeto de
Propideo

Para determinar a ocorréncia de morte celular apds o tratamento com
sinvastatina, as células WM9 foram marcadas com Anexina V e lodeto de Propideo.
Para isto, foram plaqueadas 1 x 10° células/placa, em placas de 60mm de diametro
e incubadas durante 24h para adesdo. Apés este tempo, as células foram tratadas

com 0,25 e 1lumol/L de sinvastatina. Estes experimentos foram realizados em
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duplicata. ApGs 72h de tratamento, as células foram coletadas. Para a coleta, o meio
de cultura contendo o tratamento foi retirado, as placas foram lavadas com PBS e as
células foram soltas com a solucéo de tripsina-EDTA e ressuspendidas em meio de
cultura fresco, para inativacdo da tripsina. Esta solucdo foi colocada em tubos de
fundo conico de 5mL e centrifugada a 2000rpm durante 5 minutos. Apés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células utilizado para
marcacao.

Para marcacao com Anexina V-FITC, o pellet foi ressuspendido em 0,5mL de
tampao de ligacdo (10 mmol/L HEPES, 150 mmol/L NaCl, 5 mmol/L KCI, 1 mmol/L
MgCl2, 1,8 mmol/L CaCl2, pH 7,4). Desta suspensao, 0,1mL foi incubada com 5pL
de Anexina V-FITC (BD Biosciences) durante 15 minutos. Apds este tempo, 0,4mL
de tampao de ligacao foi adicionado a cada amostra e a fluorescéncia foi medida em
citometro de fluxo BD FACSCalibur (BD Biosciences) utilizando filtro FL1-H, e
capturando 10000 eventos. A Anexina V € bastante utilizada para detec¢do da morte
celular por apoptose. Seu uso se baseia no principio de que em células apoptoticas
ocorre a externalizacdo da fosfatidilserina, um lipideo de membrana, que em
condicbes normais, estaria voltado para o folheto interno da membrana celular.
Nestas condi¢des, a Anexina V reconhece e se liga a fosfatidilserina, e seu fluoréforo
conjugado emite fluorescéncia (VAN ENGELAND et al.,, 1996). Como controle
positivo da ocorréncia de apoptose neste experimento utilizou-se a condicdo de
células tratadas com 5umol/L de sinvastatina.

Para a marcacdo com iodeto de propideo (Pl), o pellet de células foi incubado
com uma solucdo de 50ug/mL de Pl durante 15 minutos, sob protecédo da luz. Ap6s
este periodo, a fluorescéncia foi medida em citdmetro de fluxo, utilizando o filtro
FLH-2. O Pl é um agente que ao se intercalar ao DNA produz adutos fluorescentes,
0 que indica o rompimento das células e o extravasamento do seu conteudo nuclear,
que estaria possivelmente relacionado a ocorréncia de necrose (KRISHAN, 1975).
Como controle positivo para deteccdo de fluorescéncia do Pl neste experimento
utilizou-se a condicdo de células incubadas com uma solugdo de Pl a que foi
adicionado 0,1% de Triton X-100, detergente que permite a entrada do PI nas
células.

As analises dos dados foram realizadas utilizando o software Cyflogic 1.2.1

(desenvolvido por Cyflo Ltd., e disponivel em http://www.cyflogic.com).
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6.3 AVALIACAO DA SENESCENCIA CELULAR
6.3.1 Avaliagao qualitativa por coloragdo com (-galactosidase

Para analise qualitativa da ocorréncia de senescéncia celular em células
tratadas com sinvastatina foi utilizado o kit Senescence B-galactosidase staining
(Cell Signaling Technology). Foram plaqueadas 2,5 x 10“células por poco em placas
de 6 pocos e as células foram incubadas durante 24h para adesédo. Apos a adeséo,
foi adicionado as placas o meio contendo sinvastatina nas concentracdes de 0,05 a
lumol/L, e o tempo de tratamento utilizado foi de 72h. Ap6s o tratamento, foi
realizado o ensaio para a deteccdo da senescéncia celular, seguindo as
recomendagOes do fabricante do kit utilizado. Para isto, o meio contendo os
tratamentos foi removido e as placas foram lavadas com PBS. As células foram
entdo fixadas com uma solucéo fixadora por cerca de 10-15 minutos em temperatura
ambiente. Durante esta incubacédo, procedeu-se a preparacdo da solucdo de
coloracdo contendo: 930uL da solucdo de coloragdo diluida, 10uL de solugéo
corante complementar A, 10uL de solugéao corante complementar B e 50uL/mL de X-
gal 20mg/mL diluida em DMF (N-N-dimetilformamida) para cada amostra a ser
corada.

Apébs a incubacao para fixacdo, os pocos foram lavados por duas vezes com
PBS, e 1mL da solugdo de coloracdo completa foi adicionada a cada poco. As
placas foram incubadas overnight em incubadora a 37°C, 5% CO, ApoOs este
periodo, as células foram observadas em microscépio Olympus CK2 e a captura das
imagens foi realizada em camera digital SONY Cybershot (em aumento de 200x).
Deve-se verificar o desenvolvimento de coloracdo azul na regido perinuclear das
células consideradas senescentes. A atividade aumentada da [p-galactosidase
resulta, em parte, do aumento da massa lisossomal em células senescentes, 0 que
permite a deteccdo da atividade da 3-gal em pH subd6timo — pH 6 (o pH 6timo € 4). A
enzima degrada o X-gal, e o produto desta reacdo sofre uma oxidacao (Figura 12),
convertendo-se em um composto insolUvel de cor azul, que se acumula na regiao

perinuclear das células (DIMRI et al., 1995).
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FIGURA 12 — REACAO DE DECOMPOSICAO DO X-GAL PELA B-GALACTOSIDASE

FONTE: http://en.wikipedia.org/wiki/File:X-gal reaction.png

NOTA: A expressao de B-gal é detectavel em pH 6 em células senescentes, 0 que ndo ocorre em
células quiescentes, terminalmente diferenciadas ou imortalizadas (DIMRI et al., 1995).

A coloragao para deteccédo de atividade de B-gal associada a senescéncia
também foi realizada em células tratadas com NAC, pifitrina-a e ATZ. Para isto, as
células foram incubadas com cada composto, como descrito no item 6.2.1, e apos o
tratamento com sinvastatina, a coloracao foi de acordo com o protocolo. Para andlise
destes experimentos, bem como para o experimento com células WM35 utilizou-se
microscépio Zeiss com camera acoplada (aumentos de 100x e 200x).

Para conservacdo a longo prazo de placas coradas, pode-se remover a
solucéo de coloracdo e adicionar glicerol 70%. A conservacao das placas foi feita a
4°C.

6.3.2 Andlise de ciclo celular por citometria de fluxo

Para verificar o efeito da sinvastatina no ciclo celular, células WM9 foram
plaqueadas (1 x 10° células/placa) em placas de 60mm. Apés 24h de incubacéo
para aderéncia, o meio de cultura foi retirado e as células foram tratadas com
sinvastatina durante 72h. ApoOs o tratamento, foi realizada a coleta das células.

Primeiramente, foi coletado o sobrenadante das culturas, o qual foi recolhido em
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62

tubos de fundo conico de 5mL. A seguir, as células aderentes foram lavadas e
colhidas com solucdo de tripsina-EDTA, como descrito no item 6.2.3. Esta
suspensao foi adicionada ao sobrenadante no tubo de coleta. Este material foi
centrifugado (2000rpm, 5min), sendo que apds a centrifugacdo o sobrenadante foi
descartado, permanecendo apenas o0 pellet de células. O pellet obtido foi
ressuspendido em PBS e centrifugado novamente por duas vezes consecutivas.
Apés estas lavagens, o pellet de células foi incubado em solucdo de marcacéo
contendo 50ug/mL de PI, 0,1% de Triton X-100, 0,1% de citrato de sodio e 0,2mg/mL
de RNAse A durante 30 minutos, protegido da luz a 4°C. A analise do contetido de
DNA das células foi realizada em citdmetro de fluxo BD FACSCalibur, utilizando o
filtro FLH-2 e capturando 10000 eventos. A porcentagem de células em cada fase do
ciclo foi definida a partir dos histogramas obtidos no software Cyflogic.

Analises da progressao do ciclo celular na presenca dos compostos pifitrina-a
e ATZ foram realizadas. Resumidamente, as células foram pré-tratadas com pifitrina-
a ou cotratadas com ATZ e expostas a sinvastatina durante 72h. Apds o tratamento,

as células foram coletadas e analisadas por citometria de fluxo, como descrito.

6.4 DETERMINAC}AO DOS NIVEIS DE EROs INTRACELULARES
6.4.1 Deteccdo de EROs pela sonda DCFH-DA

Para verificar se o tratamento com sinvastatina é capaz de aumentar os niveis
de espécies reativas de oxigénio intracelulares foi utilizado o método que avalia a
oxidacao da sonda fluorescente 2’,7’-diclorodiiidrofluorescina diacetato (DCFH-DA).
O DCFH-DA é um composto ndo-fluorescente permeavel & membrana das células, e
gue no interior destas € convertido por esterases a composto DCFH, também nao
fluorescente. Por sua vez, na presenca de EROs o DCFH é oxidado a DCF, que é
fluorescente, permitindo assim a deteccdo e quantificacdo de EROs intracelulares
(RHEE et al., 2010).

Para a andlise qualitativa dos niveis de EROs apds tratamento com
sinvastatina, células WM9 foram plaqueadas (1 x 10> células/placa) em placas de
60mm, e incubadas para adesédo por 24h. Apos a adesao, foi realizado o tratamento
com sinvastatina nas doses de 0,25 e 1umol/L durante 72h na presenca da sonda
DCFH-DA (5umol/L). Ap6s este periodo, o meio de tratamento com a sonda foi
descartado, as células aderentes foram lavadas com PBS e coletadas com solugéo

de tripsina-EDTA. A suspenséao de células foi centrifugada (2000rpm, 5 minutos), e o
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sobrenadante foi descartado, restando apenas o pellet de células. Este foi
ressuspendido em 0,5mL de PBS e a fluorescéncia foi analisada em citdmetro de
fluxo BD FACSCalibur, utilizando filtro FL1-H, captando 10000 eventos. Como
controle positivo para deteccdo da fluorescéncia de DCFH-DA neste experimento
foram utilizadas células tratadas durante 30 minutos com 300umol/L de H,0,. Os
resultados foram analisados em software Cyflogic.

Para a avaliacdo quantitativa dos niveis de EROs intracelulares de células
WM9 tratadas com sinvastatina, estas foram plaqueadas em placas de fluorescéncia
de 96 pocos (1 x 10° células/poco), tratadas com sinvastatina e coincubadas com a
sonda DCFH-DA, como mencionado anteriormente. Apds 72h de incubacédo, a
fluorescéncia foi medida em leitor de microplacas (Tecan Infinite 200) utilizando
comprimento de onda de 520nm de emissdo e 480nm de excitacdo. Os valores de
fluorescéncia foram normalizados pela porcentagem de células viaveis apos o
tratamento.

Também foi realizada uma andlise cinética da producdo de EROs em células
WM9 apdbs o tratamento com sinvastatina. Para isto, as células foram plaqueadas,
incubadas para aderéncia por 24h e entdo tratadas com 0,25 e 1lumol/L de
sinvastatina. As medidas qualitativas para avaliacdo dos niveis de EROs
intracelulares foram realizadas através de citometria de fluxo apés 6, 12 e 24h de
tratamento.

Andlises da geracdo de EROs apdés tratamento com sinvastatina e com a
adicdo de pifitrina-a e ATZ também foram realizadas. Células WM9 foram
plagueadas, incubadas para aderéncia, e entdo pré-tratadas com pifitrina-a ou
cotratadas com ATZ, conforme descrito anteriormente. Decorrido o tempo de
tratamento com a sinvastatina (72h), as células foram entdo coletadas e analisadas

através de citometria de fluxo.

6.5 ANALISE DOS NIVEIS DE RNAm DE MARCADORES DE SENESCENCIA E
ENZIMAS ANTIOXIDANTES
6.5.1 Extracado e purificacdo do RNA total celular e sintese do cDNA

Células WM9 foram plaqueadas (1 x 10° células/placa) em placas de 100mm
e incubadas para aderéncia durante 24h, nas condi¢cbes de temperatura e atmosfera
ja mencionadas e posteriormente foram tratadas com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina

durante 72h. ApOs este tempo, as células foram lavadas com PBS e soltas das
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placas com solucéo de tripsina-EDTA, adicionando-se meio de cultura fresco para
inativacao da tripsina. A suspensao foi coletada em tubos de fundo conico de 5mL e
centrifugada durante 5 minutos a 3000g. Apds a centrifugagdo o sobrenadante foi
completamente removido, restando somente o pellet de células. Nesta etapa, o pellet
pode ser armazenado a -80°C até a extracdo do RNA ser realizada.

A extracdo do RNA celular foi realizada utilizando o kit lllustra RNA spin mini
(Ge Healthcare), seguindo instrucbes do fabricante. Resumidamente, o método
consiste em lisar as células pela incubacdo em solucdo contendo grandes
quantidades de ions caotrépicos. O tampdo de lise contém componentes que
promovem a inativacdo de RNAses e cria condi¢cdes de ligagdo de favorecem a
adsorcdo do RNA a uma membrana de silica. O DNA contaminante € removido pela
DNAse | (1U/uL). Vérios passos de lavagem com tampdes removem sais,
metabdlitos e componentes celulares macromoleculares. O RNA purificado foi entdo
eluido com agua livre de RNAses, sendo imediatamente quantificado pela medida da
absorbancia em 260 e 280nm em equipamento Nanodrop® (Thermo Fisher
Scientific).

A sintese do cDNA foi realizada utilizando o kit Superscript 1l Reverse
Transcriptase (Invitrogen), seguindo instru¢des do fabricante. Para isto, foi utilizado
1ug de RNA total extraido. A primeira reacdo consistiu na sintese da cauda poliA,
através da adicdo de primers Oligo(dT) e incubagdo a 70°C durante 5 minutos,
seguida de 5 minutos de resfriamento. ApdOs esta etapa, adicionou-se as amostras
uma mistura de MgCl,, dNTPs, transcriptase reversa e tampao de reacdo e estas
foram incubadas a 25°C durante 5 minutos. A sintese posterior foi realizada em
termociclador Mastercycler® Gradient (Eppendorf) a 42°C durante 1h. A inativacéo
da transcriptase reversa foi realizada por incubacéo a 70°C, durante 15 minutos.

As amostras de cDNA foram entdo diluidas em &agua livre de RNAses numa
solucéo estoque 1:3. Para realizagédo da reacdo de PCR quantitativo em Tempo Real
(RT-gPCR), as amostras foram diluidas 1:30.

6.5.2 Andlise da modulacéo da expressao génica

A reacdo de RT-gPCR foi realizada a partir do cDNA sintetizado e utilizando
primers para os genes alvo, de acordo com a tabela 2. Esta reacgéo foi realizada em
equipamento RotorGene (Corbett Research) utilizando SYBR Green PCR Master

Mix (Qiagen). A reacéo foi preparada para um volume final de 18uL, sendo destes:
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4,5uL de cDNA amostra, 4,5uL do mix de primer e 9uL de SYBR Green. No
equipamento, a reacao foi iniciada com temperatura de holding de 95°C, durante 5
minutos. Em seguida, foram realizados 50 ciclos de amplificacdo (95° C — 10
segundos; 60°C — 20 segundos). Apoés a ciclagem, foi realizado o melting da reacéo,
com temperatura variando de 60 a 90°C, com 1°C de elevagdo a cada 5 segundos.
O pré-melting selecionado foi de 5 minutos.

A expressao relativa dos genes alvo foi normalizada em relacdo a expressao
de quatro genes constitutivamente expressos em células WM9: (1) hGAPDH (que
codifica para gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, uma enzima da via glicolitica),
(2) hHPRT (que codifica para hipoxantina-guanina fosforibosil transferase, enzima do
metabolismo de purinas), (3) hHMBS (que codifica para hidroximetilbilano sintase,
enzima da biosintesse do heme) e (4) hTUBA (que codifica para a-tubulina, proteina
que compde os microtubulos). Esta normalizagéo foi realizada pelo software geNorm
(desenvolvido por VANDESOMPELE et al., 2002).
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TABELA 2 — PRIMERS UTILIZADOS PARA REACAO DE PCR EM TEMPO REAL

Gene e concentragéo

do mix Sequéncia
p16™ A F: 5-CAGTAACCATGCCCGCATAG-3’,
(600nM) R: 5-CTGTAGGACCTTCGGTGACT)-3’
p14/ARF F: 5-CTGCAGGTCATGATGTTTGGC-3’
(600nM) R: 5-CGTCATGGACTGGACTGGTAC-3’

p53 F: 5-TGGTAATCTACTGGGACGGA-3’
(800nM) R: 5-TTGCGGAGATTCTCTTCCTCT-3’

p21 F: 5-ACTCTCAGGGTCGAAAACGG-3’
(800nM) R: 5-GATTAGGGCTTCCTCTTGGAGA-3’

SOD-1 F: 5-GTGCAGGGCATCATCAATTTC-3’
(800nM) R: 5-AATCCATGCAQGCCTTCAGT-3’

SOD-2 F: 5-GGACACTTACAAATTGCTGCTTGT-3'
(600nM) R: 5-AGTAAGCGTGCTCCCACACAT-3’

CAT F: 5-GATAGCCTTCGACCCAAGCA-3’
(600nM) R: 5-ATGGCGGTGAGTGTCAGGAT-3’
PRDX-1 F: 5-TGGCCGCTCTGTGGATGAGACTTT-3’
(600nM) R: 5-CAGGCTTGATGGTATCACTGCCAGGTT-3’

GPx F: 5-TGCTGGCCTCCCCTTACAG-3’
(600nM) R: 5-GCACACATGGCGCAATTG-3’

GRed F: 5-GTGGCACTTGCGTGAATGTT-3’
(800nM) R: 5-GGAAAGCCATAATCAGCATGATC-3’
hGAPDH F: 5-~ACCCACTCCTCCACCTTTGA-3’
(400nM) R: 5-CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT-3’
hHMBS F: 5-TGGACCTGGTTGTTCACTCCTT-3’
(600nM) R: 5-CAACAGCATCATGAGGGTTTTC-3’

hTUBA F: 5-TCAACACCTTCTTCAGTGAAACG-3’
(800nM) R: 5- AGTGCCAGTGCGAACTTCATC-3
hHPRT F: 5-GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA-3’
(600nM) R: 5-TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT-3’

6.6 ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA DOS MARCADORES DE

SENESCENCIA

6.6.1 Extracao e quantificacao de proteinas

Em placas de 100mm, foram plaqueadas 1 x 10° células/placa e deixadas em

incubadora (37°C, 5% CO,) durante 24h para adesdo. Em seguida, as células foram

tratadas com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina e apds 72h de tratamento, coletadas

para extragdo de proteinas. Para o procedimento de coleta, o meio de tratamento foi

retirado e as células foram lavadas duas vezes com PBS gelado. Apds estas

lavagens, foi adicionado cerca de 600uL por placa de tampédo RIPA + (10mM Tris-
HCI pH 7,5, 150mM NaCl, desoxicolato de sédio 1%, Triton X-100 1%, SDS 1%,
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1mM PMSF e Coquetel Inibidor de Fosfatases B — Santa Cruz Biotechnology) e as
células foram retiradas através de raspagem com cell scraper. Este lisado foi
coletado em tubo de 1,5mL e imediatamente colocado em gelo. No gelo, o lisado foi
homogeneizado por pipetagem continua para diminuir sua viscosidade. Em seguida,
cada amostra de lisado foi passada por uma seringa de insulina. ApGs este passo,
as amostras foram centrifugadas a 15000g, por 30 minutos a 4°C. AplOs a
centrifugacéo, o sobrenadante foi retirado, colocado em tubos novos e mantido em
gelo.

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada imediatamente apos a
extragdo pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Ap6s quantificadas, as
amostras foram aliquotadas e armazenadas a -80°C.

6.6.2 Ensaio para imunodeteccao de proteinas (Western Blotting)

Foram utilizadas aliquotas com 50ug de proteina para eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS PAGE (12,5% ou 15%, este ultimo para melhor separacao de
proteinas de menor peso molecular). As amostras, foi adicionado Tamp&do de
Amostra Redutor (Solucdo 5x: 300mM Tris-HCI pH 6,8, glicerol 50%, SDS 10%, -
mercaptoetanol 25%, azul de bromofenol 0,05%) e estas entdo foram aquecidas a
100°C durante 10 minutos e posteriormente resfriadas por 5 minutos. A eletroforese
foi realizada durante 3 horas (Tampado de Corrida: 25mM Tris-HCI pH 8,3, glicina
192mM, SDS 1%), 100V, 400mA. Os marcadores de peso molecular utilizados
foram: PagerulerPlus™ 10 - 250kDa (Fermentas Biotech) e SuperSignal* Protein
Standard (Thermo Scientific).

ApoOs a eletroforese, as proteinas do gel SDS-PAGE foram transferidas para
uma membrana de PVDF (Amersham Hybond™-P, GE Healthcare) através de
transferéncia semi-seca em equipamento modelo T77 (GE Healthcare), 60V durante
1h (Tampéao de Transferéncia: 48mM Tris-HCI pH 8,3, glicina 39mM, SDS 0,037%,
metanol 20%). A visualizacdo da transferéncia foi realizada através da coloracao da
membrana com solu¢cdo de Ponceau (Bio Agency) e a membrana foi descorada
através de lavagens sucessivas com tampao TBST (50mM Tris-HCI pH 7,5, NaCl
150mM, Tween-20 0,1%).

A ligacdo dos anticorpos a proteinas néo-especificas foi reduzida por pré-
incubacdo da membrana por 1h com solugdo de bloqueio (5% de leite em pdé

desnatado ou 5% de BSA em TBST) em temperatura ambiente. Apds o bloqueio, a
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membrana foi incubada com o anticorpo primario, sob agitacdo branda seguindo
instrucdes do fabricante para cada anticorpo. Posteriormente, o excesso de
anticorpo primario foi retirado apds lavagem da membrana (4x com TBST, 15min) e
esta foi incubada com anticorpo secundario por 1h em temperatura ambiente.
Novamente, ap0s a incubacdo, a membrana foi submetida a lavagens (4x com

TBST, 15min) e entdo foi preparada para revelacao.

TABELA 3 — ANTICORPOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS UTILIZADOS PARA
IMUNODETECCAO DE PROTEINAS

Anticorpo Origem e DIlUlQaO Fabricante
Recomendada
Anti-Fosfo-p38"A7« o Cell Signaling
(Thr180/Tyr182) Rabbit/1:1000 Technology®
Anti-p38""™ Rabbit/1:1000 Cell Signaling
! Technology®
Anti-Fosfo-p53 (Ser15) Rabbit/1:1000 Cell Signalin(g
' Technology
Anti-p53 Rabbit/1:1000 BD Pharmingen™
Anti-p21 Mouse/ 1:1000 BD Pharmingen™
Anti-p16 (C-20) Rabbit/ 1:200 a 1:1000 _ Santa Cruz
Biotechnology, Inc.
Anti-GAPDH Rabbit/1:5000 Sigma-Aldrich
Anti-mouse IgG HRP-linked 1:3000 Cell Signaling
Antibody ) Technology
Anti-rabbit IgG HRP-linked ] . .
Antibody 1:10000 Sigma-Aldrich

Para a revelacdo, o excesso de TBST foi retirado, e a membrana foi incubada
com o substrato quimioluminescente ECL (Pierce® ECL Western Blotting Substrate —
Thermo Scientific) durante 1min, em temperatura ambiente. O excesso de substrato
foi retirado, e a membrana posicionada em cassete revestido por filme de PVC. Em
camara escura na auséncia total de luz, o filme fotografico (Amersham Hyperfilm™
ECL — GE Healthcare) foi colocado em contato com a membrana. Apds a exposi¢ao,
o filme foi imerso em solucéo reveladora até o aparecimento das bandas, lavado em
agua, imerso em solucdo fixadora e novamente lavado em agua (Solucdes

Reveladora e Fixadora utilizadas: Kodak® processing chemicals for autoradiography
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films — Sigma Aldrich). A medida densitométrica foi realizada através do software

ImageJ 1.38e/Java 1.5 (desenvolvido por Wayne Rasband, e disponivel na web).

6.7 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas deste trabalho foram realizadas utilizando teste de
variancia ANOVA One-Way seguido por Teste de Mdultiplas Comparacdes de
Dunnet, para comparar varios grupos de dados entre si. Comparacfes entre dois
grupos foram realizadas utilizando o Teste-t de Student. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Todos os dados estdo apresentados
como média + SEM (erro padrdo da média) de pelo menos trés experimentos
independentes. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., EUA).
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7 RESULTADOS
7.1 AVALIAQAO DA VIABILIDADE CELULAR DE CELULAS WM9 APOS
TRATAMENTO COM SINVASTATINA

O efeito da sinvastatina na viabilidade das células WM9 foi avaliado pelo
ensaio de cristal violeta. Para isto, células foram tratadas com diferentes
concentracdes de sinvastatina, e a avaliacdo da viabilidade ocorreu em tempos que
variaram de 72 a 168h de tratamento. O resultado foi expresso como valor de
porcentagem de células viaveis em relacdo ao controle do experimento (células
tratadas somente com etanol, veiculo da droga), considerado como 100% de células
viaveis.

Pode-se observar que ocorreu a reducdo dependente de concentracdo da
guantidade de células viaveis apos 72h de tratamento com sinvastatina, e que este
efeito se manteve até 168h de tratamento. Apds 72h de tratamento, a reducédo de
porcentagem de células viaveis é de cerca de 12% para células tratadas com
0,5umol/L de sinvastatina e 24% para 1umol/L, em relagdo a seu controle. Estas
porcentagens se mantém similares durante os tempos de 96, 120 e 144h. Apds
168h, a diminuicdo de Vviabilidade € estatisticamente significativa para a
concentracdo de 0,5umol/L de sinvastatina, observando-se uma reducdo de cerca
de 15% da quantidade de células viaveis para esta concentracdo e de 40% de
reducado de viabilidade apos tratamento comlumol/L de sinvastatina (Figura 13). Os
resultados indicam a perda de viabilidade de células tratadas com concentracdes
mais altas de sinvastatina, o que poderia estar relacionado a ocorréncia de morte

celular.
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FIGURA 13 — VIABILIDADE DAS CELULAS WM9 APOS TRATAMENTO COM SINVASTATINA
FONTE: O autor (2014)

NOTA: Gréfico da viabilidade das células WM9 apds o tratamento com 0,05, 0,1, 0,25, 0,5 e 1umol/L
de sinvastatina nos tempos de 72, 96, 120, 144 e 168h de exposicdo. Na condi¢cdo controle foi
adicionado apenas o veiculo da droga: etanol (0,025%). O resultado é representado pela média +
SEM das porcentagens de células viaveis de quatro experimentos independentes, realizados em
triplicata, e cada tempo possui seu controle representado como 100%. As significancias estatisticas
obtidas em relacdo a cada dose séo referentes aos seus controles nos diferentes tempos (*p<0,01;
***n<0,0001).

7.2 ANALISE DA MORFOLOGIA DE CELULAS WM9 APOS O TRATAMENTO COM
SINVASTATINA

Como mencionado anteriormente, as células WM9 crescem como culturas
aderentes. Sua morfologia habitual é poligonal, ligeiramente alongada, podendo ou
ndo apresentar filamentos originando-se a partir do citoplasma. Através da andlise
de micrografias, péde-se observar que o tratamento com sinvastatina durante 72h,
nas doses avaliadas, induz algumas alteracdes morfoldégicas nestas células, que
serdo discutidas detalhadamente em secéo posterior (Figura 14). Ainda, nas doses
de 0,5 e 1umol/L de sinvastatina ocorre a diminuicdo da quantidade de células
aderidas ao substrato plastico e 0 aumento da quantidade de células ndo aderidas

(Figura 14). Visto que a perda de aderéncia pode refletir a ocorréncia de morte



72

celular, procuramos em seguida avaliar a ocorréncia do processo de apoptose em

células tratadas com sinvastatina.

FIGURA 14 — MICROGRAFIAS DE CELULAS WM9 APOS O TRATAMENTO COM SINVASTATINA
FONTE: O autor (2014)

NOTA: Micrografias das células WM9 (aumento de 100x) apds 72h de tratamento com sinvastatina. A
— Células tratadas somente com o veiculo da droga (controle), apresentando morfologia e adesao
caracteristicas. B, C e D - Células tratadas com 0,05, 0,1 e 0,25umol/L de sinvastatina,
respectivamente. E e F — Células tratadas com 0,5 e 1umol/L de sinvastatina, respectivamente,
apresentando aumento da quantidade de células ndo aderidas.
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7.3 AVALIAQAO DA MORTE CELULAR DE CELULAS WM9 TRATADAS COM
SINVASTATINA

A ocorréncia de morte celular foi avaliada pela marcacdo com Anexina V-FITC
e PI, através de citometria de fluxo apos 72h de tratamento. Como controle positivo
para marcacdo com Anexina utilizou-se o tratamento das células WM9 com 5umol/L
de sinvastatina, visto que ja € descrita a inducdo de apoptose por estatinas em
modelo de melanoma. Os resultados estdo apresentados na Figura 15 — A e
mostram o0 aumento significativo da quantidade de células positivas para marcacao
com Anexina nas concentragdes de 1 e 5umol/L de sinvastatina, demonstrando que
a sinvastatina é capaz de induzir apoptose em células de melanoma WM9. Por outro
lado, ndo foram observadas alteracdes na quantidade de células apoptéticas para
células tratadas com 0,25umol/L de sinvastatina, quando comparadas a condi¢ao
controle.

A marcacao de células positivas para Pl é aumentada em células WM9
tratadas com 5pmol/L de sinvastatina, porém na condicdo de 21pmol/L foi
evidenciado somente um discreto aumento, enquanto que para 0,25umol/L de
sinvastatina ndo foram observadas diferencas na marcacdo com PIl, em relacdo ao
controle (Figura 15 — B). Estes dados indicam que ndo ha ocorréncia de necrose em

células tratadas com baixas doses de sinvastatina.
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FIGURA 15 — AVALIACAO DA OCORRENCIA DE MORTE CELULAR EM CELULAS WM9
TRATADAS COM SINVASTATINA

FONTE: O autor (2014)

NOTA: A — Representacgdo tridimensional sobreposta da fluorescéncia de células marcadas com
Anexina V. Histograma cinza: células ndo tratadas na auséncia de Anexina V (controle ndo marcado);
Histograma preto: controle; Histogramas vermelho, verde e azul representam células WM9 tratadas
com 0,25, 1 e 5umol/L de sinvastatina, respectivamente; Histogramas representativos de quatro
experimentos independentes realizados em duplicata. B — Representac¢do tridimensional sobreposta
da fluorescéncia de células marcadas com PIl. Histograma cinza: células ndo tratadas e marcadas
com solucdo desnaturante de PI (controle permeabilizado); Histogramas preto, vermelho, verde e azul
representam as mesmas condi¢des descritas para a marcacdo com Anexina V.
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A inducdo de apoptose, como mencionado, € um efeito ja bastante descrito
para as estatinas em diversos modelos tumorais. Entretanto, sabe-se que a
sinvastatina também possui acéo citostatica, causando parada da progressdao do
ciclo celular e, desta forma, procuramos avaliar esta acdo em células WM9 tratadas

com este farmaco.

7.4 AVALIACAO DA PROGRESSAO DO CICLO CELULAR EM CELULAS WM9
APOS O TRATAMENTO COM SINVASTATINA

A analise da progresséo do ciclo celular foi realizada através da avaliacdo do
conteddo de DNA de células permeabilizadas com PI, por citometria de fluxo. Os
resultados estdo representados nas Figuras 16 e 17 — A. Apds o tratamento das
células WM9 com sinvastatina por 72h foi observado o aumento significativo da
porcentagem de células na fase G1-S do ciclo celular. Este aumento é
estatisticamente significativo a partir da dose de 0,25umol/L de sinvastatina. Na
condicdo controle, cerca de 66% das células encontram-se nesta fase. Para os
tratamentos com 0,25, 0,5 e 1umol/L de sinvastatina, observa-se que cerca de 72%

das células estdo em G1-S, o que é um indicativo da parada de ciclo.
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FIGURA 16 — DISTRIBUICAO DAS CELULAS ATRAVES DAS FASES DO CICLO CELULAR
(REPRESENTACAO POR HISTOGRAMA) APOS 72h DE TRATAMENTO COM SINVASTATINA
FONTE: O autor (2014)

NOTA: Histogramas representativos da analise da progressdo do ciclo celular de células WM9
tratadas com diferentes concentragBes de sinvastatina. A — Controle (células tratadas somente com
veiculo do farmaco); B, C, D , E e F — Células tratadas com 0,05, 0,1 0,25 0,5 e 1umol/L de
sinvastatina, respectivamente. As delimitacdes correspondem a quantidade de células em SubG1
(auséncia de pico), quantidade de células em G1-S (pico maior) e quantidade de células em G2-M
(pico menor).

Além do aumento em G1, observou-se a concomitante diminuicdo da
porcentagem de células WM9 na fase G2-M do ciclo celular. Na condi¢éo controle,

cerca de 29% das células encontravam-se nesta fase, enquanto que para as doses
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de 0,25, 0,5 e 1umol/L de sinvastatina esta porcentagem diminuiu para 24%. Este
experimento também permite a andlise do conteddo de DNA fragmentado, numa
condicdo denominada SubG1l. Observou-se uma tendéncia, embora néo
significativa, do aumento da porcentagem de células em SubG1 para o tratamento
com 1lpmol/L de sinvastatina (Figura 17 — B). Este resultado esta de acordo com o0s
resultados anteriores obtidos através da marcacado com Pl para avaliagdo de morte

celular (Figura 15 — B).
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FIGURA 17 — PORCENTAGENS DE CELULAS WM9 NAS DIFERENTES FASES DO CICLO
CELULAR APOS TRATAMENTO COM SINVASTATINA

FONTE: O autor (2014)

NOTA: A — Porcentagem de distribuicdo de células WM9 nas fases G1-S e G2-M apés 72h de
tratamento com sinvastatina (* p<0,05; ** p<0,01). B — Porcentagem de células com DNA
fragmentado (SubG1). Os gréficos representam dados de trés experimentos independentes
realizados em duplicata.
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O aumento da porcentagem de células em G1 poderia indicar a ocorréncia de

senescéncia celular, o que foi avaliado subsequentemente.

7.5 ANALISE DA OCORRENCIA DE SENESCENCIA CELULAR EM CELULAS DE
MELANOMA HUMANO TRATADAS COM SINVASTATINA

Para analisar se o tratamento com sinvastatina é capaz de induzir
senescéncia em células de melanoma humano, utilizamos o marcador padrdo para
deteccdo de senescéncia celular, que se trata da detecgdo da atividade de [3-
galactosidase associada a senescéncia. Como mencionado anteriormente, o0
tratamento com sinvastatina induz alteragdes morfolégicas em células de melanoma,
gue sao melhor evidenciadas neste ensaio.

A analise microscopica ap0s a coloracao das células para atividade de -gal
associada a senescéncia revelou que, ap6s 72h de tratamento com sinvastatina, as
células WM9 desenvolvem coloracdo azul caracteristica de células senescentes
(Figura 18). A aparéncia das células tratadas difere das células né&o-tratadas,
apresentando-se com aspecto achatado e com frequentes multinucleacdes. A
contagem das células demonstrou que, a partir da concentracdo de 0,05umol/L de
sinvastatina, o nimero de células coradas positivamente aumenta em relacdo ao
controle, variando de 17% para esta concentracao e 22% para 0,1umol/L. A partir da
dose de 0,25umol/L este aumento fica mais evidente, chegando a cerca de 70% de
células coradas. Valores préoximos a 75% foram obtidos para as concentracdes de

0,5 e 1umol/L de sinvastatina.
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FIGURA 18 — MICROGRAFIAS REPRESENTATIVAS E GRAFICO DA QUANTIFICACAO DE
CELULAS WM9 POSITIVAMENTE CORADAS PARA ENSAIO DE SENESCENCIA ASSOCIADO A
ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE APOS TRATAMENTO COM SINVASTATINA

FONTE: O autor (2014)

NOTA: A-F — Micrografias representativas (aumento de 200x) de células WM9 apés o tratamento com
sinvastatina (72h) submetidas ao ensaio de atividade de 3-gal associada a senescéncia. A — Controle
(células tratadas somente com veiculo); B-F — Células tratadas com 0,05, 0,1 0,25, 0,5 e 1umol/L de
sinvastatina, respectivamente. Células consideradas senescentes aparecem coradas em azul. O
aparecimento de multinuclea¢gBes e o aumento de tamanho das células é indicado pelas setas. G —
Gréfico representativo da porcentagem de células senescentes em cada condi¢cao (n = 10 campos
microscépicos escolhidos aleatoriamente, por condi¢do); (*** p<0,0001). Os dados representam a
média £ SEM de quatro experimentos independentes realizados em duplicata.

Para avaliar se este efeito ndo se trata de uma particularidade para a
linhagem WM9, realizou-se a detecgdo da atividade de B-gal associada a
senescéncia ap0s o tratamento com sinvastatina em células WM35. Trata-se de uma
linhagem de melanoma de crescimento radial. Apds 72h de tratamento, verificou-se
qgue células WM35 tratadas com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina também apresentam
alteracdes morfoldgicas e coloracdo positiva caracteristicos de células senescentes
(Figura 19).
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FIGURA 19 - MICROGRAFIAS REPRESENTATIVAS DE CELULAS WM35 SUBMETIDAS A ENSAIO
DE SENESCENCIA ASSOCIADO A ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE APOS TRATAMENTO
COM SINVASTATINA

FONTE: O autor (2014)

NOTA: Micrografias representativas (aumento de 100x) de células WM35 apos o tratamento com
sinvastatina (72h) submetidas ao ensaio de atividade de B-gal associada a senescéncia. A — Controle
(células tratadas somente com veiculo); B e C — Células tratadas com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina,
respectivamente. Células consideradas senescentes aparecem coradas em azul. O aparecimento de
multinucleacdes e o aumento de tamanho das células estd destacado pelas setas e pelo painel
interno.

Analisando-se os resultados de analise da progressao do ciclo celular (Figura
18) e da atividade de B-gal associada a senescéncia (Figura 17) em conjunto, fica
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evidente que as células WM9 tratadas com sinvastatina desenvolvem alguns
aspectos fenotipicos caracteristicos do processo de senescéncia celular. Buscando
avaliar mais a fundo a ocorréncia do fenotipo senescente, procuramos elucidar as

alteracdes moleculares por tras deste processo.

7.6 ANALISE DA EXPRESSAO DOS MARCADORES ASSOCIADOS A
SENESCENCIA CELULAR

Procurando estabelecer o mecanismo de inducdo de senescéncia mediado
pela sinvastatina, realizou-se a analise dos niveis de RNAm e proteina dos principais
marcadores de senescéncia relacionados a regulacdo da progresséo do ciclo celular.
As analises de expressao de RNAm foram realizadas por RT-gPCR e a avaliacdo da
expressao e ativacdo de proteinas foi realizada por Western Blotting.

Os resultados estdo representados na Figura 20 e demonstram que 0s niveis
de RNAmM de p53 e p21 estdo aumentados de forma estatisticamente significativa em
células WM9 apés o tratamento com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina durante 72h.
Além disso, também foi demonstrado o aumento dos niveis de RNAm de pl6, mas
somente para a concentracdo de 0,25umol/L de sinvastatina. N&o foram
evidenciadas alteragfes nas quantidades de RNAm de p14/ARF apds o tratamento
das células WM9 com sinvastatina.
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FIGURA 20 — NIVEIS DE RNAm DOS MARCADORES DE SENESCENCIA EM CELULAS WM9
TRATADAS COM SINVASTATINA

FONTE: O autor (2014)

NOTA: Expresséao relativa dos marcadores de senescéncia celular p16, ARF, p21 e p53 em células
WM9 apds o tratamento com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina. A condigdo controle corresponde a
células WM9 tratadas somente com o veiculo da droga (etanol). Os resultados foram normalizados
pela expressao de quatro genes constitutivamente expressos: GAPDH, HPRT, HMBS e a-tubulina, e
demonstram a média = SEM de seis experimentos independentes (p16 * p = 0,0302; p53 * p = 0,0152
e *p = 0,0238; p21 *** p<0,0001 e “p = 0,016).
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Em seguida, realizou-se a analise da expressdo de proteina para estes
marcadores em células WM9 tratadas com sinvastatina. Os dados obtidos estéo
representados na Figura 21. P6de-se perceber o aumento da ativacdo da proteina
p53 apos tratamento das células WM9 com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina, atraves
da andlise da expressdo dos niveis de p53 fosforilada (p-p53). N&o foram
observadas alteracBes entre as condicdes controle e células tratadas com
sinvastatina no que se refere a quantidade de proteina p53 total. Também foi
demonstrado o aumento da expressao proteica de p21 em células WM9 tratadas
com ambas as concentracdes de sinvastatina testadas, o que corrobora 0s
resultados obtidos na analise de RT-qPCR (Figura 20). Ndo foram observadas
alteracdes significativas dos niveis expressdo das proteinas pl6 e pl4/ARF apds o

tratamento das células WM9 com sinvastatina em relacao a condig¢ao controle.
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FIGURA 21 — NiVEIS DE PROTEINA DOS MARCADORES DE SENESCENCIA EM CELULAS WM9
TRATADAS COM SINVASTATINA

FONTE: O autor (2014)

NOTA: Western Blotting para imunodeteccdo dos marcadores de senescéncia celular p-p53, p53, p21
e pl6e. A expressdo de GAPDH foi utilizada para controle da expressdo proteica. Imagens
representativas de trés experimentos independentes.
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Sabendo-se que a senescéncia celular pode ser resultado do estresse
oxidativo e da possibilidade de a sinvastatina agir como pro-oxidante em células

tumorais, procuramos avaliar o possivel envolvimento de EROs neste processo.

7.7 AVALIAQAO DOS NIVEIS DE EROs EM CELULAS WM9 TRATADAS COM
SINVASTATINA

Para investigar o envolvimento do estresse oxidativo na senescéncia celular
induzida por sinvastatina foi realizada a analise dos niveis de EROs intracelulares
das células WM9 ap0s tratamento. Esta medida foi realizada através da deteccao da
fluorescéncia emitida pela sonda DCFH-DA quando oxidada, por citometria de fluxo
e leitura em microplaca. Os resultados obtidos por citometria de fluxo estéo
representados na Figura 22 e mostram que, em relacdo a condi¢cdo controle, ocorre
o deslocamento para a direita dos picos de fluorescéncia para células WM9 tratadas
com 0,25, 0,5 e 1umol/L de sinvastatina por 72h, o que indica que o aumento dos
niveis intracelulares de EROs ocorre de maneira dependente de concentragao.
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FIGURA 22 — ANALISE DOS NIVEIS DE EROs INTRACELULARES EM CELULAS WM9 APOS O
TRATAMENTO COM SINVASTATINA

FONTE: O autor (2014)

NOTA: A-D — Histogramas representativos para deteccdo de EROs em células WM9 apo6s 72h de
tratamento com sinvastatina. A-C — Linha preta: Controle (células tratadas com veiculo); Linha azul:
células tratadas com 0,25umol/L de sinvastatina; Linha verde: células tratadas com 0,5umol/L de
sinvastatina; Linha laranja: células tratadas com l1umol/L de sinvastatina, respectivamente. D —
Controle e tratamentos mostrados em sobreposicdo. Painel interno — Linha azul: controle negativo
(células WM9 na auséncia da sonda DCFH-DA); Linha preta: controle positivo (células WM9 na
presenca de H,0,).

Resultados similares foram obtidos quando a leitura da fluorescéncia foi
medida em microplaca. Pdde-se mensurar um aumento dos niveis de EROs
intracelulares em relacdo ao controle de 14% para a dose de 0,25umol/L de

sinvastatina e de 53% para 1umol/L (Figura 23).
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FIGURA 23 — QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE EROs INTRACELULARES EM CELULAS WM9
APOS O TRATAMENTO COM SINVASTATINA

FONTE: O autor (2014)

NOTA: Medida da intensidade de fluorescéncia em células WM9 apés 72h de tratamento com
sinvastatina. O per6xido de hidrogénio foi utilizado como controle positivo. Os resultados estdo
demonstrados como uma relagdo entre unidades arbitrarias de fluorescéncia e porcentagem de
células viaveis. Dados representativos de quatro experimentos independentes realizados em
quadruplicata (*** p<0,0001).

A partir destes resultados, procuramos estabelecer em que momento do
tratamento com sinvastatina se da o inicio do aumento dos niveis de EROs
intracelulares. Para isto, os niveis de EROs foram avaliados apés 6, 12 e 24h de
tratamento com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina. Os resultados estdo indicados na
Figura 24 e indicam aumento dos niveis de EROs apés 24h de tratamento, porém

este aumento s6 é perceptivel para a dose de 1umol/L.
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FIGURA 24 — ANALISE DOS NIVEIS DE EROs INTRACELULARES EM CELULAS WM9 NOS
PERIODOS INICIAIS DE TRATAMENTO COM SINVASTATINA

FONTE: O autor (2014)

NOTA: A-C — Histogramas gerados por citometria de fluxo para detec¢cdo de EROs em células WM9
apos 6, 12 e 24h de tratamento com sinvastatina, respectivamente. Linhas pretas: Controle (células
tratadas somente com veiculo); Linhas amarelas: células tratadas com 0,25umol/L de sinvastatina;
Linhas azuis: células tratadas com 1pumol/L de sinvastatina.

Estes dados indicam que o aumento dos niveis intracelulares de EROs
ocorre, para a maior concentracdo testada da droga, em um tempo inicial de
tratamento. Este aumento pode estar relacionado ao comeco da resposta celular ao
tratamento com sinvastatina, o que sugere que a ocorréncia de senescéncia pode

ser uma resposta ao estresse oxidativo.



88

Para melhor compreender os eventos relacionados ao aumento dos niveis de
EROs intracelulares, realizou-se a andlise dos niveis de expressdo das enzimas

antioxidantes apds o tratamento com sinvastatina.

7.8 ANALISE DOS NIVEIS DE RNAm DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM
CELULAS DE MELANOMA WM9 APOS TRATAMENTO COM SINVASTATINA

A avaliacao dos niveis de expressdao do RNAm das enzimas antioxidantes foi
realizada por RT-gPCR apds 72h de tratamento das células WM9 com 0,25 e
1pmol/L de sinvastatina. Os resultados estéo representados na Figura 25. Nao foram
observadas alteragcdes nos niveis de RNAm de células WM9 apds o tratamento com
sinvastatina para as enzimas GPx e GRed, tampouco para o par SOD-1 e SOD-2.
Por outro lado, o tratamento das células WM9 promoveu o0 aumento da expresséo do
RNAmM da catalase para as doses de 0,25 e 1umol/L de sinvastatina, em relacéo ao
controle. Também foi evidenciado o aumento significativo da quantidade de RNAm
de Prdx-1, porém somente para a concentracdo de 0,25umol/L de sinvastatina.
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FIGURA 25 — NIVEIS DE RNAm DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES DE CELULAS WM9 APOS
TRATAMENTO COM SINVASTATINA

FONTE: O autor (2014)

NOTA: Expresséo relativa das enzimas antioxidantes SOD-1, SOD-2, GPx, GRed, CAT e Prdx-1 em
células WM9 apés o tratamento com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina. A condi¢&o controle corresponde
a células WM9 tratadas somente com o veiculo da droga (etanol). Os resultados foram normalizados
pela expressdo de quatro genes constitutivamente expressos: GAPDH, HPRT, HMBS e a-tubulina, e
demonstram a média + SEM de seis experimentos independentes (CAT * p = 0,0169 e **p = 0,0062;
Prdx-1 *p = 0,0334).
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O aumento dos niveis de RNAmM de catalase e peroxirredoxina-1 em células
WM9 na condi¢géo de 0,25umol/L pode estar relacionado ao discreto aumento dos
niveis intracelulares de EROs observado para esta dose (Figuras 22 e 23). De forma
interessante, apos tratamento das ceélulas WM9 com 1umol/L de sinvastatina
observam-se niveis de EROs bastante elevados e concomitante auséncia de
aumento da expressédo de peroxirredoxina-1. Além disso, ndo hd aumento nos niveis
de RNAm de catalase se compararmos a condicdo de tratamento 1lumol/L de
sinvastatina com a condicdo de 0,25umol/L, o que pode ser um indicativo de que,
nestas condicdes, a resposta antioxidante ainda estaria ocorrendo através da
catalase, enquanto a resposta mediada pela peroxirredoxina estaria novamente em

niveis basais em células tratadas com 1umol/L de sinvastatina.

7.9 ANALISE DA ATIVACAO DA PROTEINA p38™PX EM CELULAS WM9
TRATADAS COM SINVASTATINA

Sabendo-se que o estresse oxidativo e a ocorréncia de senescéncia podem
estar ligados & ativacdo da proteina p38™*"¥, foi realizada a analise da modulacéo
de expressao e ativacao desta proteina (através da analise dos niveis de proteina
p38 total e fosforilada) pelo método de Western Blotting. Ndo foram detectadas
alteracdes nos niveis de expressao tanto de proteina fosforilada, quanto de proteina
total em células WM9 apéds o tratamento com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina durante
72h (Figura 26).
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FIGURA 26 — NIVEIS DE PROTEINAp38™" TOTAL E FOSFORILADA EM CELULAS WM9
TRATADAS COM SINVASTATINA

FONTE: O autor (2014)

NOTA: Western Blotting para imunodeteccdo de p38"™* e p-p38"""¥. A expressdo de GAPDH foi
utilizada para controle da expressdo proteica. Imagens representativas de trés experimentos
independentes.

Para melhor avaliar o papel do estresse oxidativo na inducéo da senescéncia
celular mediada por sinvastatina em células de melanoma humano, foi realizada a
analise de parametros de viabilidade, senescéncia e EROs em células tratadas com

sinvastatina, em conjunto a adicdo de NAC e ATZ.

7.10 ANALISE DOS EFEITOS DA ADIGAO DE N-ACETILCISTEINA EM CELULAS
WM9 TRATADAS COM SINVASTATINA
7.10.1 Avaliacéo da acdo da NAC na citotoxicidade induzida por sinvastatina

A N-acetilcisteina (NAC) é um tiol, precursor da L-cisteina e da glutationa
reduzida. Sendo assim, NAC atua como um precursor de grupos sulfidrila e como
scavenger de EROs, tais como o radical hidroxila e o peréxido de hidrogénio
(ZAFARULLAH et al., 2003). Para avaliar se a adicdo de um antioxidante poderia
interferir na acdo citotoxica da sinvastatina nas células WM9, realizamos ensaios de

avaliacao da viabilidade celular apos tratamento conjunto com ambas as drogas.



91

A Figura 27 ilustra o efeito da pré-incubacéo das células WM9 durante 3h com
diferentes concentracdes (2,5, 5 e 10mM) de NAC, e posterior tratamento com 0,25
e 1umol/L de sinvastatina por 72h. N&o foi observada diminuicdo do efeito citotoxico
da sinvastatina em células pré-tratadas com NAC em relacdo aos resultados obtidos
sem a adi¢cdo do antioxidante, visto que a viabilidade das células permanece em
torno de 90% apos 72h de tratamento com 0,25umol/L de sinvastatina. Para células
tratadas com 1umol/L de sinvastatina também n&o ocorrem diferencas
estatisticamente significativas entre células pré-tratadas ou nao-tratadas com NAC.
Assim sendo, pode-se inferir que a adicdo de NAC néo recupera a viabilidade das

células de melanoma humano tratadas com sinvastatina.
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FIGURA 27 — VIABILIDADE DAS CELULAS WM9 TRATADAS COM SINVASTATINA APOS PRE-
TRATAMENTO COM NAC

FONTE: O autor (2014)

NOTA: Gréfico da viabilidade das células WM9 tratadas com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina, apés 3h
de pré-tratamento com NAC. Na condigdo controle foi adicionado somente o veiculo da droga: etanol.
O resultado é representado pela média + SEM das porcentagens de células viaveis de trés
experimentos independentes realizados em triplicata, sendo que o controle € representado como
100%. As significancias estatisticas obtidas em relagdo a cada dose séo referentes a condicéo
controle (** p<0,01 e *** p<0,001).

7.10.2 Avaliacéo dos efeitos da NAC na inducao de senescéncia celular induzida por
sinvastatina

Células WM9 foram pré-tratadas com 2,5mM de NAC, e posteriormente
tratadas com as mesmas doses de sinvastatina utilizadas para experimentos de

viabilidade durante 72h. Apds este tempo, utilizou-se o protocolo para avaliacdo de
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senescéncia associada a atividade da enzima [B-galactosidase. Pode-se verificar
visivelmente que as células pré-tratadas com NAC continuam desenvolvendo
coloracdo positiva indicativa de senescéncia, assim como quando tratadas somente

com a sinvastatina (Figura 28).

FIGURA 28 — MICROGRAFIAS REPRESENTATIVAS DE CELULAS WM9 TRATADAS COM
SINVASTATINA APOS PRE-TRATAMENTO COM NAC E SUBMETIDAS A ENSAIO DE
SENESCENCIA ASSOCIADA A ATIVIDADE DE B-GAL

FONTE: O autor (2014)

NOTA: Micrografias representativas de células WM9 apds tratamento com sinvastatina por 72h
(aumento de 100x). A — Células pré-tratadas com 2,5mmol/L de NAC durante 3h e posteriormente
tratadas somente com o veiculo da droga (controle), ndo-coradas. B e C — Células pré-tratadas com
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2,5mmol/L de NAC durante 3h e posteriormente tratadas com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina,
respectivamente, mostrando o desenvolvimento de coloracdo azul caracteristica de células
senescentes. As setas demonstram a presenca de multinucleacao.

Visto que a pré-incubacdo com NAC nao foi capaz de restaurar a perda de
viabilidade das células WM9 causada pelo tratamento com sinvastatina e também
aparentemente ndo modificou a marcacédo positiva destas células para o ensaio de
atividade de B-galactosidase frente ao tratamento, procuramos avaliar a acdo de
compostos que sdo capazes de interferir diretamente na acdo das proteinas

envolvidas na inducdo de senescéncia mediada por sinvastatina.

7.11 ANALISE DOS EFEITOS DA ADICAO DE 3-AMINO-1,2,4-TRIAZOLE (ATZ) EM
CELULAS WM9 TRATADAS COM SINVASTATINA
7.11.1 Avaliagdo da acdo do ATZ na citotoxicidade induzida por sinvastatina

Os resultados da quantificagdo de RNAmM das enzimas antioxidantes medidos
por RT-gPCR demonstraram a maior expressdo de catalase em células WM9
tratadas com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina (Figura 25). O ATZ (3-amino-1,2,4-
triazole) € um inibidor da atividade da catalase (MARGOLIASH e NOVOGRODSKY,
1958) e dados da literatura mostram que o tratamento com ATZ promove apoptose
de células tratadas, resposta que é amplificada na presenca de EROs (DUNNING et
al., 2013). Diante desses dados, procuramos avaliar os efeitos da inibicdo da
catalase mediada por ATZ em células WM9 tratadas com sinvastatina. Para isto,
estas células foram cotratadas com 20mM de ATZ e com sinvastatina durante 72h.

Os resultados estdo representados na Figura 29. Pode-se observar que a
adicdo de ATZ possui um efeito citotoxico em células WM9, quando se compara a
condicao controle na auséncia de ATZ e a condi¢ao controle na presenga somente
de ATZ e auséncia de sinvastatina. A diminuicdo de viabilidade entre estas
condicles € de cerca de 22%.

Em relacdo ao controle na presenca de ATZ, células WM9 cotratadas com
0,25umol/L de sinvastatina demonstram uma reducéo de 10% de viabilidade. Aqui
podemos ressaltar que, para células tratadas somente com 0,25umol/L de
sinvastatina (72h) pode-se observar uma diminuicdo de 7% da viabilidade celular,
resultado que ndo é estatisticamente significativo (Figura 13). Ainda, para o
cotratamento com ATZ na presenca de 1umol/L de sinvastatina, esta reducéo é de
30%, sendo que ceélulas tratadas com 1umol/L de sinvastatina apresentam reducéo
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de viabilidade de 24% (Figura 13). Estes dados sugerem que a adicdo do ATZ
poderia potencializar a perda de viabilidade mediado pela sinvastatina.
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FIGURA 29 — VIABILIDADE DAS CELULAS WM9 TRATADAS COM SINVASTATINA E
COTRATADAS COM ATZ

FONTE: O autor (2014)

NOTA: Gréfico da viabilidade das células WM9 tratadas com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina apés
cotratamento com 20mmol/L de ATZ durante 72h. Barra preta: controle (células n&o cotratadas com
ATZ, tratadas somente com o veiculo da sinvastatina: etanol); Barras em cinza: células cotratadas
com ATZ (controle = somente com ATZ) e sinvastatina durante 72h. O resultado é representado pela
média £ SEM das porcentagens de células viaveis de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. O controle cotratado com ATZ foi considerado como 100% de células viaveis (* p<0,01; ***
p<0,001).

7.11.2 Avaliacao dos efeitos do ATZ na inducdo de senescéncia celular induzida por
sinvastatina

Os efeitos na senescéncia celular da adicdo de ATZ em células WM9 tratadas
com sinvastatina foram avaliados pela andalise da atividade de [(-gal associada a
senescéncia.

Os resultados estdo representados na Figura 30 e pode-se observar
visualmente que o cotratamento com o ATZ ndo € capaz de reverter a senescéncia
de células WM9 mediada por sinvastatina, visto que ainda é possivel observar o
aparecimento da coloragdo azul caracteristica de células senescentes, para ambas

as concentracdes de sinvastatina testadas na presenca de ATZ.
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FIGURA 30 — MICROGRAFIAS REPRESENTATIVAS DE CELULAS WM9 TRATADAS COM
SINVASTATINA, COTRATADAS COM ATZ E SUBMETIDAS A ENSAIO DE SENESCENCIA
ASSOCIADA A ATIVIDADE DE B-GAL

FONTE: O autor (2014)

NOTA: Micrografias representativas de células WM9 apds tratamento com sinvastatina por 72h
(aumento de 100x). A — Células WM9 na auséncia deATZ, tratadas somente com veiculo da
sinvastatina (etanol); C e E — Células WM9 ndo cotratadas com ATZ e tratadas durante 72 com 0,25
e lumol/L de sinvastatina, respectivamente; B — Células cotratadas com 20mmol/L de ATZ e com o
veiculo da sinvastatina (etanol), ndo-coradas. F e H — Células cotratadas com 20mmol/L de ATZe
0,25 e 1umol/L de sinvastatina por 72h.
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7.12 ANALISE DOS EFEITOS DA ADIQAO DE PIFITRINA-a EM CELULAS WM9
TRATADAS COM SINVASTATINA
7.12.1 Avaliacéo da acéo da pifitrina-a na citotoxicidade induzida por sinvastatina

A pifitrina-a (PFT) € um bloqueador reversivel da atividade transcricional de
p53, atingindo importantes processos relacionados a ativacdo desta proteina. E um
composto capaz de proteger células normais contra a acao letal de quimioterapicos
e radioterapia (KOMAROQV et al., 1999).

Visto que ocorre aumento da expressao e da ativacdo de p53 em células
WMB9 tratadas com sinvastatina, avaliamos o efeito do pré-tratamento das células de
melanoma com pifitrina-a, com posterior tratamento com sinvastatina nas condicdes
ja conhecidas.

Os resultados estdo representados na Figura 31 e demonstram que 0 pré-
tratamento das células WM9 com pifitrina-a n&o foi capaz de reverter a perda de
viabilidade celular induzida pela sinvastatina apds 72h de tratamento, sendo para a
dose de 0,25umol/L ndo ocorre alteragdo da viabilidade em relagcdo ao controle, ao
passo que ha diminuicdo de 30% de células viaveis para a dose de lumol/L de

sinvastatina.
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FIGURA 31 — VIABILIDADE DAS CELULAS WM9 TRATADAS COM SINVASTATINA APOS PRE-
TRATAMENTO COM PIFITRINA-a

FONTE: O autor (2014)

NOTA: Gréfico da viabilidade das células WM9 tratadas com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina apos 2h
de pré-tratamento com 10umol/L de pifitrina-a. Barra preta: controle (células ndo pré-tratadas com
pifitrina-a, tratadas somente com o veiculo da sinvastatina: etanol); Barra branca: células pré-tratadas
com DMSO (veiculo da pifitrina-a) e posteriormente tratadas somente com o veiculo da sinvastatina
(etanol). Barras em cinza: células pré-tratadas com pifitrina-a e posteriormente tratadas com
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sinvastatina durante 72h. O resultado é representado pela média + SEM das porcentagens de células
viaveis de trés experimentos independentes realizados em triplicata. O controle pré-tratado com
pifitrina-a foi considerado como 100% de células viaveis (*** p<0,001).

7.12.2 Avaliagdo dos efeitos da pifitrina-a na indugdo de senescéncia celular
induzida por sinvastatina

Da mesma forma, foi avaliado se o pré-tratamento com 10umol/L de pifitrina-a
€ capaz de alterar a atividade de [B-galactosidase associada a senescéncia de
células WM9 tratadas com sinvastatina.

A Figura 32 mostra as micrografias de células tratadas somente com
sinvastatina nas doses de 0,25 e 1umol/L e células submetidas ao pré-tratamento
com pifitrina-a e posterior tratamento com sinvastatina nas mesmas condigées.
Pode-se observar, como ja demonstrado, que o tratamento com sinvastatina induz o
aparecimento da coloracdo azul caracteristica de maior atividade de J-
galactosidase, acompanhado das mudancas morfolégicas j4 descritas. Entretanto,
em células pré-tratadas com pifitrina-a pode-se observar que, para ambas as
concentracfes de sinvastatina, ndo ocorre o desenvolvimento da cor azul, e as
células permanecem com aparéncia translicida e morfologia habitual, como

demonstrado nas condi¢des controle.
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FIGURA 32 — MICROGRAFIAS REPRESENTATIVAS DE CELULAS WM9 TRATADAS COM
SINVASTATINA APOS PRE-TRATAMENTO COM PIFITRINA-a E SUBMETIDAS A ENSAIO DE
SENESCENCIA ASSOCIADA A ATIVIDADE DE B-GAL

FONTE: O autor (2014)
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NOTA: Micrografias representativas de células WM9 apds tratamento com sinvastatina por 72h
(aumento de 100x). A — Células WM9 nédo pré-tratadas com pifitrina-a e ndo tratadas com
sinvastatina; B — Células WM9 pré-tratadas durante 2h somente com DMSO (veiculo da pifitrina-a) e
posteriormente incubadas por 72h com o veiculo da sinvastatina (etanol); C — Células WM9 na
auséncia de pifitrina, tratadas somente com veiculo da sinvastatina (etanol); E e G — Células WM9
nao pré-tratadas e tratadas durante 72 com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina, respectivamente; D —
Células pré-tratadas com 10umol/L de pifitrina-a durante 2h e posteriormente tratadas somente com o
veiculo da droga (controle), ndo-coradas. F e H — Células pré-tratadas com 10umol/L de pifitrina-a
durante 2h e posteriormente tratadas com 0,25 e 1umol/L de sinvastatina, ndo coradas.

O pré-tratamento com pifitrina-a € capaz de reverter a inducao de atividade de
B-gal associada a senescéncia em células WM9 tratadas com sinvastatina, o que
corrobora os dados de expresséo, que demonstraram que o fenétipo senescente das
células tratadas esté relacionado com a maior expresséo e ativagao de p53.

7.13 EFEITOS DA PIFITRINA-a E DO ATZ NA PROGRESSAO DO CICLO
CELULAR DE CELULAS WM9 TRATADAS COM SINVASTATINA

Visto que a senescéncia é um processo de parada de proliferacdo celular, e
levando em consideragao os resultados obtidos para a atividade de (B-galactosidase
associada a senescéncia com o uso dos inibidores de p53 e catalase, procuramos
avaliar a acado destes inibidores na progressao do ciclo celular de células tratadas
com sinvastatina.

Como demonstrado anteriormente, a sinvastatina induz o aumento da
porcentagem de células em G1-S a partir da concentracdo de 0,25umol/L, com
concomitante diminuicdo em G2-M (Figura 17). Além disso, células WM9 tratadas
com sinvastatina desenvolvem coloracdo azul caracteristica de células senescentes
(Figura 18), efeito que é revertido pelo pré-tratamento com pifitrina-a (Figura 32),
porém néo é alterado pela adi¢cdo de ATZ (Figura 30).

Resultados preliminares indicam que o inibidor de p53 (pifitrina-a) pode ser
capaz de alterar a acdo da sinvastatina na progressao do ciclo celular das células
WM9 tratadas com sinvastatina. Os resultados estéo representados na Figura 33 e
pode-se verificar que ndo ha aumento da porcentagem de células em G1-S quando
as células WM9 foram pré-tratadas com pifitrina-a seguido do tratamento com
sinvastatina, o que estaria de acordo com os resultados da analise de atividade de
B-galactosidase apds o pré-tratamento com este inibidor. Ainda, ocorre o aumento
da porcentagem de células com conteudo de DNA fragmentado (SubG1) apos pré-
tratamento com pifitrina na maior dose de sinvastatina (1umol/L), com concomitante

diminuicdo da porcentagem de células em G2-M.
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Por outro lado, a adi¢éo do inibidor de catalase (ATZ) € capaz de aumentar de
maneira expressiva o conteudo de DNA fragmentado, o0 que esta de acordo com 0s
resultados dos ensaios de viabilidade celular, que indicam acéo citotOxica deste
composto para as ceélulas WM9. Em células cotratadas com sinvastatina, pode-se
notar que a quantidade de DNA fragmentado é diminuida, quando comparada a
condicao controle (células na presenca somente de ATZ). Além disso, na presenca
de ATZ e sinvastatina ocorre o aumento da porcentagem de células em G1-S, o que
corrobora os resultados dos ensaios de atividade de B-galactosidase associada a
senescéncia (Figura 30). Nao ocorrem alteragcfes, porém, nas porcentagens de
células em G2-M.

E importante frisar que estes resultados se referem a um experimento
realizado em duplicata, e por se tratar de um resultado preliminar, ndo foram

realizadas analises estatisticas.
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FIGURA 33 — EFEITO DA PIFITRINA-a E DO ATZ NA PROGRESSAO DO CICLO CELULAR DE
CELULAS WM9 TRATADAS COM SINVASTATINA

FONTE: O autor (2014)

NOTA: A — Graéfico representativo da porcentagem de contelido de DNA fragmentado (SubG1) de
células WM9 submetidas a pré-tratamento com 10umol/L de pifitrina-a durante 2h, e posteriormente
tratadas com sinvastatina (72h), e de células WM9 submetidas a cotratamento com sinvastatina e
ATZ durante 72h. Estas analises foram realizadas através de citometria de fluxo. B e C — Gréfico
representativo das porcentagens de células WM9 nas fases G1-S e G2-M, respectivamente, quando
na presenca de pifitrina-a, ATZ e sinvastatina, como mencionado.
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7.14 AVALIAQAO DOS EFEITOS DA PIFITRINA-a E DO ATZ NOS NIVEIS DE
EROs INTRACELULARES DE CELULAS WM9 TRATADAS COM SINVASTATINA

Em razéo dos efeitos obtidos com a adicdo dos inibidores em células WM9
tratadas com sinvastatina para os ensaios de avaliacdo da senescéncia celular e da
progressao do ciclo celular, procuramos analisar a agao do inibidor de p53 (pifitrina-
a) e do inibidor de catalase (ATZ) nos niveis intracelulares de EROs destas células.

Para avaliar se a adicao dos inibidores é capaz de alterar os niveis de EROs
intracelulares em células tratadas com sinvastatina utilizamos a medida da
fluorescéncia da sonda DCFH-DA através de citometria de fluxo, como descrito
anteriormente. O protocolo para a adigcdo da pifitrina-a e do ATZ foi o mesmo
utilizado nos experimentos de viabilidade e de ensaio de atividade de [-gal
associada a senescéncia.

Os resultados estédo representados na Figura 34. A partir dos histogramas
obtidos pode-se observar que o pré-tratamento das células WM9 com pifitrina-a &
capaz de diminuir os niveis de EROs intracelulares de células tratadas com 0,25 e
lumol/L de sinvastatina, apdés 72h de tratamento, em comparacdo a condicao
controle, o que indica que a inibicAo de p53, além de reverter a senescéncia
induzida por sinvastatina, também inibe o acimulo de EROs intracelular.

Em relagé@o ao cotratamento com ATZ, ndo foram observadas alteragdes nas
guantidades de EROs de células na presenca de ATZ, em relacao a células WM9 na
presenca concomitante de ATZ e sinvastatina em ambas as doses testadas. Estes
resultados nos permitem sugerir que a ac¢do da catalase ndo é fundamental para a
inducdo de senescéncia de células tratadas com sinvastatina, podendo contribuir
apenas em parte para este processo. Ainda, deve-se frisar que o aumento de
expressdo pode ndo necessariamente corresponder ao aumento de atividade da

catalase em células de melanoma tratadas com sinvastatina.
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FIGURA 34 — EFEITO DA PIFITRINA-a E DO ATZ NOS NIVEIS DE EROs INTRACELULARES DE
CELULAS WM9 TRATADAS COM SINVASTATINA

FONTE: O autor (2014)

NOTA: A avaliacé@o dos niveis de EROs intracelulares foi realizada por citometria de fluxo, utilizando a
sonda DCFH-DA. A - Linha preta: controle somente com células WM9 na auséncia de sonda DCFH-
DA (ndo marcadas); Linha azul: células WM9 marcadas com sonda DCFH-DA e incubadas somente
com o veiculo da sinvastatina (etanol); Linha amarela: células WM9 pré-tratadas com DMSO (veiculo
pifitrina-a) na presenga de DCFH-DA. B — Células pré-incubadas com 10umol/L de pifitrina-a durante
2h, e posteriormente tratadas com sinvastatina. Linha preta: controle (somente veiculo, células pré-
tratadas com pifitrina-a); Linha azul (0,25umol/L de sinvastatina); Linha preta (1pumol/L de
sinvastatina). C — Células cotratadas com sinvastatina e 20mmol/L de ATZ durante 72h. Linha preta:
controle (somente veiculo, células na presenca de ATZ); Linha azul (0,25umol/L de sinvastatina);
Linha preta (lpumol/L de sinvastatina). Histogramas representativos de dois experimentos
independentes realizados em duplicata.



104

8 DISCUSSAO

O melanoma € um tumor de pele origindrio dos melandcitos que, quando
evolui para a forma metastatica, torna-se altamente resistente aos tratamentos
disponiveis e possui prognoéstico ruim (MILLER e MIHM, 2006). Varios estudos
caracterizaram as alteragbes moleculares que levam ao desenvolvimento do
melanoma, e outros estdo em andamento a fim de identificar e testar compostos que
sejam capazes de atingir os componentes alterados que modulam os processos de
senescéncia, controle da proliferacdo e morte celular dos melandécitos (revisado por
PALMIERI et al.,, 2009; ROTHER e JONES, 2009). As estatinas sdo farmacos
originalmente utilizados para o tratamento da hipercolesterolemia, e possuem um
perfil de alta eficicia e seguranca. A acao redutora do colesterol destes farmacos se
da pela inibicdo competitiva da atividade da enzima HMG-CoA redutase, a qual
realiza a conversdo do HMG-CoA a mevalonato, na etapa limitante da via de sintese
do colesterol que acontece no figado (SCHACHTER, 2005; LENNERNAS e FAGER,
1997).

Muitos dos efeitos das estatinas, entretanto, ndo estdo relacionados a
reducdo dos niveis de colesterol. Estudos de triagem randomizada controlada para
avaliacdo de doenca cardiovascular indicaram que as estatinas poderiam exercer
uma fungéo importante na prevencao de tumores, reduzindo a incidéncia de céancer
colorretal e de melanoma, por exemplo (DEMIERRE e SONDAK, 2005). Além disso,
ha evidéncias de que o0 uso regular de estatinas pode atuar de forma benéfica na
progressdo do melanoma, estando associado com a reducdo da densidade de
Breslow. A densidade de Breslow é um indice de massa tumoral calculado a partir
da medida de profundidade e diametro da lesdo, que estd relacionado ao
prognostico da doenca (KOOMEN et al., 2007; BRESLOW, 1970). Estudos in vitro
demonstraram que a sinvastatina, bem como outras estatinas, possuem acao
antitumoral em varios tipos de linhagens celulares, e que esta acdo ocorre através
de diversos mecanismos. Em células de melanoma, a lovastatina, a atorvastatina, a
mevastatina e a sinvastatina sdo capazes de reduzir a viabilidade celular, induzir
alteracdes morfolégicas, apoptose, parada de proliferacdo e inibicdo da invaséo
celular (GLYNN et al., 2008; SHELLMAN et al., 2005; COLLISSON et al., 2003). Os
resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com estes estudos, sendo que a
reducdo de viabilidade das células de melanoma humano WM9 apds o tratamento

com sinvastatina ocorreu em todos os tempos testados, que variaram de 72 a 168h
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(Figura 13). Além disso, as analises microscopicas demonstraram a ocorréncia de
alteragbes morfolégicas, e com o uso de maiores concentracdes de sinvastatina as
células demonstram-se desaderidas e arredondadas (Figura 14). Estas alteracbes
ocorrem devido a inducdo de apoptose, como demonstrado para células WM9
tratadas com 1 e 5Sumol/L de sinvastatina (Figura 15 — A). Nossos resultados,
portanto, estdo de acordo com dados previamente publicados que confirmam que a
sinvastatina € capaz de induzir apoptose em uma ampla variedade de linhagens
celulares, e este efeito esta relacionado ao uso de concentracdes mais altas deste
farmaco (CAFFORIO et al., 2005; HOQUE et al., 2008; RELJA et al., 2010; YANG et
al., 2009).

Além da inducdo da morte celular por apoptose, também ha indicios de
efeitos de inibicdo do crescimento de células de melanoma pela sinvastatina. SAITO
e colaboradores (2008) demonstraram para diversas linhagens celulares de
melanoma (A375M, G361, C8161, GAK e MMAc) que o uso de uma dose
relativamente alta de sinvastatina (10umol/L) induz a parada do ciclo celular na fase
G1, e que este efeito parece ser mediado pelo aumento da expressao de p2l e p27.
Neste trabalho demonstramos que apds o tratamento com sinvastatina ocorreu o
aumento da porcentagem de células WM9 na fase G1 do ciclo celular, sendo que
este aumento ocorreu a partir da concentragdo de 0,25umol/L (Figuras 16 e 17).
Este aumento foi acompanhado pela reducdo da quantidade de células nas fases
G2-M, o que de fato indica a parada de proliferacdo. Desta forma, e levando em
consideragdo os resultados obtidos para a marcagdo com Pl (Figura 15 — B),
podemos sugerir que apds o tratamento com sinvastatina a propor¢cdo de células
WM9 que param de proliferar € maior do que a de células mortas.

A parada de proliferacdo é o principal indicio da ocorréncia de senescéncia
celular. Este processo foi originalmente descrito por HAYFLICK e MOORHEAD
(1961) como a perda de capacidade replicativa das células em cultura, e assim foi
denominado “senescéncia replicativa” (RS). O principal mecanismo de inducédo da
senescéncia replicativa € o0 encurtamento telomérico (BLASCO, 2005).
Recentemente, a aplicacéo clinica da senescéncia na terapia contra tumores entrou
em evidéncia, especialmente para o melanoma (GIULIANO et al.,, 2011). A
denominada “senescéncia induzida por terapia” (TIS) compartilha a maioria dos
aspectos fenotipicos demonstrados na RS e na senescéncia induzida por oncogene

(OIS). Por exemplo, células senescentes demonstram alteragdes na expressdo de
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genes especificos, estritamente relacionados a regulagdo do crescimento celular,
tais como pl6, p53, p21. Além disso, estas células também apresentam alteracdes
morfolégicas caracteristicas, que incluem o aumento de tamanho celular, o
aparecimento de multinucleagbes e a atividade aumentada da enzima lisossomal (3-
galactosidase (MULLER, 2009; ZHANG e YANG, 2011; GIULIANO et al., 2011).
Apbés o tratamento das células WM9 com sinvastatina durante 72h foram
evidenciados o aumento da porcentagem de células na fase G1-S do ciclo celular (a
partir de 0,25umol/L) (Figura 17) e a marcacao positiva das células tratadas para
atividade de (B-gal (Figura 18) em todas as concentragOes testadas, aspectos que
sdo tipicos da ocorréncia de senescéncia celular. Ainda, pbde-se observar o
achatamento das células e o surgimento de multinucleacbes, principalmente nas
maiores concentracdes de sinvastatina (0,5 e 1pumol/L) (Figura 18). Resultados
similares foram observados quando a atividade de B-gal associada a senescéncia foi
avaliada em células WM35 ap6s o tratamento com sinvastatina (Figura 19), o que
indica que estes efeitos ndo sédo especificos para as células WM9.

Recentemente, alguns estudos comecaram a investigar o papel das estatinas
na senescéncia celular, e foi demonstrado que o tratamento de células de cancer de
prostata humanas tratadas durante 5 dias com 0,3umol/L de lovastatina induz
senescéncia e parada do ciclo celular em G1 (LEE et al., 2006). Além disso, a
ocorréncia do fenétipo senescente nestas células foi relacionada a translocacao
defeituosa da proteina RhoA para a membrana celular, e pdde ser revertida pela
adicao de GGPP ou mevalonato.

Embora outro estudo tenha demonstrado que a sinvastatina em
concentracdes terapéuticas (100nmol/L) é capaz de induzir senescéncia em células
epiteliais prostaticas ap6s 5 dias de tratamento, com expressao aumentada de p21
(MURTOLA et al., 2011), nossos resultados demonstraram pela primeira vez que o
uso de uma estatina induz senescéncia em células de melanoma.

O uso de farmacos quimioterapicos para inducdo de senescéncia celular
comecgou com a doxorrubicina e a cisplatina (ELMORE et al., 2002; CHANG et al.,
1999). Estes e outros trabalhos indicaram que a senescéncia ocorre geralmente
quando sdo utilizadas baixas concentracbes do composto, enquanto que
concentracbes mais altas levam a morte celular por apoptose (GIULIANO et al.,
2011). Considerando os dados destes estudos e nossos resultados, a sinvastatina

pode ser inserida neste perfil, pois estd bem caracterizado que seu uso em
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concentracbes mais elevadas causa apoptose, e a relagdo da administracao de
concentragfes mais baixas com a indugéo de senescéncia esta sendo estabelecida.

Desta forma, com o0 objetivo de esclarecer o mecanismo molecular da
senescéncia induzida por sinvastatina, investigamos os niveis de RNAmM dos
principais componentes regulatérios envolvidos na progressao do ciclo celular. A
proteina pl16, codificada por INK4A/ARF, bloqueia a progresséo do ciclo na fase G1
através da inibicdo do complexo CDK4/6-ciclina D, e esta ativada na OIS apoés
estimulo oncogénico (ROMAGOSA et al., 2011). Este mecanismo esta envolvido na
senescéncia dos melandcitos, levando a formacdo do nevus melanocitico (MOOI e
PEEPER, 2006). Nossos resultados mostram que os niveis de RNAmM de pl6 em
células WM9 foram aumentados pelo tratamento com sinvastatina, mas somente
para a menor concentracao testada (0,25umol/L) (Figura 20), o que poderia indicar
gue a sinvastatina é capaz de induzir senescéncia através do conhecido mecanismo
de inativacdo de Rb (HA et al., 2008; ENGLAND et al., 1996). Este aumento,
entretanto, ndo foi detectado para a proteina p16. E importante notar que, embora a
transcricdo deste gene esteja aumentada, este efeito pode nédo se refletir
imediatamente na expressdo proteica. Além disso, a atividade de p16 na regulacéo
do ciclo celular ocorre no nucleo (ROMAGOSA et al., 2011), e o extrato de proteinas
totais pode nao refletir o status de expressdo desta proteina no nucleo, visto que
também contém pl6 citoplasmatica. Os niveis de RNAmM de pl4 (ARF), produto
alternativo de INK4A/ARF nado foram alterados pelo tratamento das células WM9
com sinvastatina (Figura 20). A proteina p1l4/ARF estabiliza os niveis de p53 através
da inibicdo de HDM2, ubiquitina ligase responsavel pelo enderecamento de p53 a
degradacéao proteossomal (KIM e SHARPLESS, 2006).

A proteina p53 é extremamente importante para o estabelecimento da
senescéncia replicativa e para a senescéncia induzida por estresse, pois é ativada
em resposta a danos ao DNA. J4 esta estabelecido que a inducdo de senescéncia
celular ligada a estresse pode estar relacionada a ativacdo de duas vias principais: a

via da proteina quinase ativada por mitégeno p38 (p38MAPX

) e a via de p53/p21
(MULLER, 2009). Néo foi observado o aumento dos niveis de proteina p38
fosforilada e total em células WM9 tratadas com sinvastatina, quando comparadas a
condicao controle (Figura 26). Por outro lado, os niveis de expressdo de RNAm de
p53 e da proteina p53 fosforilada estdo significativamente aumentados em células

WM9 tratadas com ambas as doses testadas de sinvastatina (0,25 e 1umol/L)
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(Figura 21), o que sugere que a inducdo de senescéncia pela sinvastatina ocorre de
maneira direta via p53, sem a necessidade de ativacdo da proteina p38 para
posterior ativacdo de p53.

De fato, a senescéncia induzida por terapia (TIS) em resposta a agentes
quimioterapéuticos, tais como a doxorrubicina e a cisplatina, esta relacionada a
ativacdo de p53 e a danos ao DNA (CHANG et al., 1999). De fato, neste trabalho a
avaliacdo da ativacdo de p53 em células WM9 tratadas com sinvastatina foi
realizada pela deteccdo da fosforilagcdo da serina 15 (Tabela 3, Materiais e Métodos
6.6.2), que ocorre apos o DNA sofrer dano (SHIEH et al., 1997). Recentemente, 0
fenotipo senescente induzido pelo sunitinib (inibidor de tirosina quinases
considerado promissor no tratamento do céancer) em células de carcinoma renal
também foi associado a ativacdo de p53 (ZHU et al., 2013b). De maneira similar, a
temozolomida (TMZ), um conhecido agente alquilante de DNA, também foi capaz de
induzir parada de ciclo celular na fase G2/M e senescéncia dependentes de p53 em
células de melanoma. De maneira interessante, ap0s a exposicdo a TMZ, a
porcentagem de células senescentes foi maior para linhagens celulares expressando
p53 do tipo selvagem, do que para células com p53 mutante (MHAIDAT et al., 2007).

E sabido que a ativagdo de p53 inicia uma série de eventos transcricionais
que induzem resposta citostatica e senescéncia. Um destes eventos é o acumulo de
proteina p21, um inibidor de CDKs de amplo espectro que causa parada de
proliferacdo (HASTY e CHRISTY, 2013). De fato, os niveis de RNAm e proteina p21
encontram-se aumentados em células WM9 apds o tratamento com sinvastatina
(Figuras 20 e 21), o que reforca o papel da via de p53 no estabelecimento do
fendtipo senescente mediado por este farmaco.

Um dos fatores de estresse envolvidos no desenvolvimento da senescéncia é
0 aumento dos niveis de EROs intracelulares, que foi primeiramente descrito em
fibroblastos, e esta relacionado ao aumento de p53 (CHEN et al., 1998). Nossos
resultados demonstram um aumento dependente de concentracdo dos niveis de
EROs intracelulares em células WM9 apo6s 72h de tratamento com sinvastatina
(Figuras 22 e 23). E interessante notar que os niveis aumentados de EROs podem
ser percebidos apés 24h de tratamento com sinvastatina (1umol/L) (Figura 24), o
gue nos permite sugerir que o desequilibrio redox € um efeito precoce para células
de melanoma tratadas com sinvastatina. Varios estudos tém demonstrado os efeitos

pré-oxidantes desta droga. Por exemplo, células HepG2 tratadas com altas
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concentracbes de sinvastatina demonstraram niveis diminuidos de coenzima Q
(CoQ), o que foi correlacionado com a morte celular e aumento de danos ao DNA
(TAVINTHARAN et al., 2007). Além disso, foi observada a maior geracdo de EROs
em células de cancer de mama tratadas com sinvastatina, o que foi diretamente
relacionado a sintese diminuida de DNA, parada de ciclo celular em G1 e em G2-M
e morte celular por apoptose e necrose (SANCHEZ et al., 2008). Efeitos parecidos
foram observados para células de carcinoma de célon murinas (QI et al., 2010).
Como mencionado, nossos resultados mostram que a senescéncia induzida por
sinvastatina ndo estd relacionada a ativacdo de p38, porém esta diretamente
associada a ativacao de p53, ocorrendo, possivelmente em resposta a danos ao
DNA induzidos por EROs.

A deteccao de niveis elevados de EROs pode ser causada pelo aumento da
producdo de espécies reativas por si s6 ou pela diminuicdo da acdo dos sistemas
antioxidantes (VALKO et al., 2007). Células de melanoma podem produzir EROs em
todos os estagios de sua progressao, pela aceleracdo de seu metabolismo e em
resposta a estimulos imunoldgicos, porém a principal causa de niveis intracelulares
de EROs aumentadas em células de melanoma € a sintese de melanina (WITTGEN
e VAN KEMPEN, 2007). Assim sendo, estas células desenvolveram sistemas
antioxidantes mais apurados e podem evitar 0 estresse oxidativo, sendo menos
sujeitas a apoptose. Quando comparado a pele normal ou até mesmo a outros
canceres de pele, o melanoma possui niveis de expressao aumentados de catalase,
Mn-SOD, Cu,Zn-SOD e aumento da relacdo GSH/GSSG (SANDER et al., 2004).
Devido a estas caracteristicas, a expressao dos sistemas antioxidantes em células
de melanoma deve ser analisada com cautela.

Embora a responsividade do gene SOD-2 a varios estimulos tenha sido
descrita (MIAO e ST CLAIR, 2009), ndo foi observada alteracdo dos niveis de
transcrito de Mn-SOD em células WM9 ap0s o tratamento com sinvastatina (Figura
25). Os niveis de RNAmM de Cu,Zn-SOD também ndo foram afetados pela
sinvastatina nestas células, mas sabe-se que maior expressao do gene SOD-1 néo é
facilmente induzida. Além disso, ndo foram observadas alteracbes nos niveis de
expressdo de GPx e GRed apo0s o tratamento com sinvastatina (Figura 25). Por
outro lado, pbde-se constatar o aumento dos niveis de RNAmM de catalase em
células WM9 tratadas com sinvastatina para ambas as concentracdes avaliadas

(0,25 e 1 pmol/L) (Figura 25). Isto pode estar ocorrendo como um mecanismo de
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feedback, o qual pode estar sendo desencadeado em resposta aos niveis elevados
de EROs intracelulares, como uma forma de protecdo contra danos induzidos por
EROs (GECHEV et al., 2002). O aumento dos niveis de expressdo do RNAm de
catalase nos permite sugerir que a principal espécie reativa envolvida no surgimento
da senescéncia induzida por sinvastatina em células de melanoma humano seja o
peroxido de hidrogénio. O aumento da quantidade de transcrito de peroxirredoxina-1
em células WM9 ap0s o tratamento com sinvastatina (Figura 25) reforca a hipotese
de que o H,O, pode exercer um importante papel na senescéncia mediada por
sinvastatina. E interessante notar que o aumento dos niveis de RNAm de
peroxirredoxina-1 em células WM9 ocorre somente para a menor concentracdo de
sinvastatina testada (0,25umol/L), 0 que sugere que as enzimas antioxidantes
envolvidas na remocdo do H,O, constituem um importante mecanismo de
detoxificacdo das células WM9, o que poderia estar levando estas células a
senescéncia, em vez de apoptose, através da detoxificacdo parcial das EROs
produzidas. Além disso, € sabido que ceélulas senescentes s&o resistentes a
estimulos apoptéticos (MULLER, 2009), e esta resisténcia pode ser importante
guando células WM9 sdo expostas a concentracdes menores de sinvastatina.

De maneira interessante, o aumento dos niveis de RNAm de pl6 e
peroxirredoxina-1 foi observado somente em células WM9 tratadas com 0,25umol/L
de sinvastatina, o que é consistente com o fendtipo de parada de proliferacdo e
também corrobora a hipétese de que, quando expostas a baixas concentracdes de
sinvastatina, as células WM9 estdo mais propensas a entrar em senescéncia.
Porém, o aumento dos niveis de EROs pode exercer uma funcdo decisiva em
células WM9 tratadas com 1umol/L de sinvastatina, levando estas células a morte
celular por apoptose. Nao se pode descartar a hipétese que a auséncia de aumento
da expressao de peroxirredoxina-1 em células WM9 tratadas com 1lumol/L de
sinvastatina pode ser um reflexo da acdo do tempo na resposta antioxidante celular.
Assim sendo, nesta condicdo, poderia-se sugerir que a expressdao de
peroxirredoxina-1 seria equivalente a condigédo controle pelo fato de que esta enzima
ja teria realizado sua fungdo em um momento anterior ao ponto de 72h, resultando
no retorno de sua transcricdo a niveis basais.

Para avaliar a extenséo da relacao entre o estresse oxidativo e a indugéo de
senescéncia mediada por sinvastatina procuramos analisar se a adicdo de

compostos moduladores do equilibrio redox seriam capazes de modificar a resposta
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das células WM9 a sinvastatina. Nao foi possivel observar a reversdao do fenotipo
senescente (Figura 28), ou recuperacao de viabilidade (Figura 27) em células WM9
tratadas com sinvastatina na presenca do antioxidante N-acetilcisteina. O uso de
NAC para reverter o fenétipo senescente relacionado ao aumento de EROs € bem
documentado (LI et al., 2013; LUO et al., 2013), porém ha indicios de que sua acdo
(considerada nao-seletiva) tenha uma menor magnitude em parametros relacionados
ao contexto do envelhecimento in vivo (KOLOSOVA et al., 2012). Além disso, deve-
se considerar que NAC é um precursor da glutationa, e que ndo foram observadas
alteragbes nos niveis de RNAm das enzimas GPx e GRed apds o tratamento com
sinvastatina, o que poderia sugerir que a detoxificagdo de EROs via glutationa n&o
seja determinante para a senescéncia das células WM9 induzida por este farmaco.
Como perspectiva para a avaliacdo de possiveis alteracdes nos niveis de EROs
intracelulares em resposta a adicdo de NAC, poderiam ser realizados ensaios
utilizando a sonda DCFH-DA, bem como a medida dos niveis de GSH e GSSG, para
avaliacao de seu papel na senescéncia mediada pela sinvastatina.

Em relacdo aos dados obtidos para os ensaios utilizando o inibidor de
catalase ATZ, péde-se observar que este € citotdxico, causando perda de viabilidade
das células WM9 em relagdo a condigdo controle na auséncia de ATZ (Figura 29).
Resultados preliminares sobre os efeitos deste inibidor na progressdo do ciclo
celular sugerem que ele aumenta substancialmente o conteddo de DNA
fragmentado das células WM9, porém este aumento é parcialmente revertido pela
acao da sinvastatina (Figura 33), o que sugere um efeito protetor desta droga neste
contexto; estes efeitos, entretanto, precisam ser melhor investigados. Assim sendo,
€ importante lembrar que o tratamento com ATZ promove a apoptose de células
hepaticas (modelo de fibrose hepatica murino), efeito que € potencializado pela
adicdo de H,O,. Na doenca fibrética do figado, as células hepaticas ativadas
produzem altas concentragbes de EROs, tamponadas eficientemente por sistemas
antioxidantes altamente funcionais. Somente a adicdo de H,0O, a estas células ndo
promove apoptose, porém a inibicdo da catalase as torna suscetiveis a morte
(DUNNING et al., 2013).

E possivel perceber que, na presenca de ATZ e de sinvastatina ocorre a
diminuicdo da viabilidade das células WM9, e sugerimos uma possivel
potencializagdo do efeito citotoxico da sinvastatina pelo ATZ. Entretanto, as

diferencas de viabilidade observadas na presenca deste inibidor em relagcdo ao
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tratamento com sinvastatina somente precisam ser melhor analisadas. Esta
diminuicdo de viabilidade pode n&o estar ocorrendo pelo aumento da morte celular —
como observado pela diminuicdo da porcentagem de células em SubG1 (Figura 33)
— e sim pelo aumento da quantidade de células em G1-S, o que a principio esta de
acordo com a marcagao positiva no ensaio de atividade de B-gal (Figura 32). Desta
forma, podemos sugerir que o ATZ possui principalmente acéo citotoxica em células
de melanoma e que a adicdo de sinvastatina, porém, poderia estar direcionando
estas células a senescéncia.

De maneira geral, os resultados sugerem que os possiveis efeitos mediados
por estes agentes podem exercer um papel secundario na senescéncia de células
de melanoma. Deve-se considerar, entretanto, que a agao — tanto do NAC quanto do
ATZ — em células de melanoma tratadas com sinvastatina, entretanto, deve ser
melhor avaliada para a maior compreensdo dos efeitos destes compostos neste
modelo de estudo. Uma sugestao seria realizar a medida de atividade de catalase,
visando estabelecer se o aumento dos niveis de RNAm observado ap6s o
tratamento com sinvastatina se reflete na atividade enzimatica, e se a adicdo do ATZ
€ eficiente em bloquear esta atividade quando administrado em conjunto com a
sinvastatina.

Por outro lado, o pré-tratamento das células com o inibidor de p53 pifitrina-a
foi capaz de reverter a senescéncia induzida por sinvastatina, impedindo a coloracéo
positiva das células para ensaio de B-galactosidase (Figura 32), ndo alterando a
porcentagem de células na fase G1-S do ciclo celular (Figura 33). Estes resultados
estdo de acordo com os resultados de estudos anteriores, nos quais a adicao de
pifitrina inibiu com sucesso a parada em G2-M mediada pela temozolomida em
células de melanoma (MHAIDAT et al., 2007); também inibiu a senescéncia induzida
por indoxil sulfato em células musculares lisas de aorta humana e a senescéncia
induzida pelo sunitinib em células de cancer renal (MUTELIEFU et al., 2012; ZHU et
al., 2013b). Além disso, € interessante observar que a adi¢do de pifitrina-a é capaz
de diminuir os niveis de EROs intracelulares de células tratadas com sinvastatina
(Figura 34), quando comparadas a condigéo controle. De fato, a agéo da pifitrina-a
na reversado do estresse oxidativo foi descrita em modelo animal de doenca hepéatica
(DERDAK et al., 2013). In vitro, células de cancer de mama expostas a cobre e zinco
sofrem apoptose mediada por p53, com aumento dos niveis de EROs intracelulares.

Neste contexto, o uso da pifitrina foi capaz de reverter o aumento de EROs induzido
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por cobre e zinco (OSTRAKHOVITCH e CHERIAN, 2005). Efeitos semelhantes de
diminuicdo dos niveis de EROs pela pifitrina também foram descritos por BRAGADO
et al., (2007) na avaliacdo da apoptose de células de céncer de coélon apés
tratamento com cisplatina, e também por SHUKLA e GUPTA (2008) para células de
cancer prostatico expostas a apigenina.

A adicdo da npifitrina, entretanto, ndo foi capaz de reverter a perda de
viabilidade causada pela sinvastatina, o que indica que este processo pode nao ser
fundamentalmente mediado pela ativagédo de p53. BONINI et al., (2004) relataram a
ineficiéncia da pifitrina-a em reverter a apoptose causada pelo estresse oxidativo em
células da glia, apesar de bloquear a atividade transcricional de p53. Este estudo
relacionou a ocorréncia de apoptose a ativacdo de p53, e a baixos niveis de
expressdo de MDM2. Foi demonstrado que, de maneira surpreendente, a pifitrina
nao foi capaz de prevenir a formacdo de nucleossomos e a condensacdo da
cromatina, ndo impediu a ruptura das mitocondrias e a liberacdo de citocromo c, e,
principalmente, ndo foi capaz de impedir a degradacdo de MDM2 em células da glia
submetidas a estresse oxidativo. Todos estes efeitos, entretanto foram revertidos
com sucesso por zVAD-fmk, um inibidor de caspases de amplo espectro utilizado
com o objetivo de prevenir a degradacdo de MDM2 causada pela clivagem de um
sitio semelhante a caspase-3. A inibicdo da degradacdo de MDM2 resultou em
diminuicdo da atividade de p53 e impediu sua translocacdo até a mitocéndria,
impedindo a apoptose, neste caso mediada principalmente pela acdo de MDM2,
independentemente da funcéo transcricional de p53. De fato, a acéo da pifitrina-a na
prevencdo da apoptose pode ter um carater independente da presenca de p53,
como demonstrado por SOHN et al., (2009). Neste estudo, foi demonstrado que a
pifitrina € capaz de proteger células p53-negativas (através de delecédo ou de siRNA)
da apoptose causada por radiacdo ionizante (IR) e por agentes quimicos causadores
de danos ao DNA (etoposideo e camptotecina). O efeito protetor mediado pela
pifitrina foi causado principalmente pela inibicdo das caspases 3 e 9 e pela falha de
formacao do apoptossomo.

Além disso, varias evidéncias tem demonstrado que a apoptose mediada por
estatinas pode ocorrer de maneira independente de p53. Os estudos de KOYUTURK
et al., (2007) demonstram que a apoptose de células de cancer de mama tratadas
com sinvastatina esté relacionada a ativacdo de JNK, e independe da ativacédo de

p53. Ja a lovastatina também é capaz de induzir apoptose mitocondrial em células
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de cancer mamario murinas portadoras de mutacdo para p53 (SHIBATA et al.,
2004). Além disso, evidéncias indicam que a inducdo de apoptose pela sinvastatina
em células de cancer colorretal esta relacionada com a atividade das proteinas
RhoA e Racl, de maneira dependente de geranilgeranilacdo, constituindo uma via
de ativacdo ndo-canbnica da via mitocondrial (ZHU et al., 2013a). Por ultimo,
demonstrou-se que a apoptose de células de cancer de préstata apds o tratamento
com sinvastatina esta relacionada a diminuicdo da atividade de NF-kB, e de outros
componentes regulados por esta via (PARK et al., 2013).

Podemos inferir, de acordo com estes dados, que a apoptose mediada pela
sinvastatina ndo necessariamente ocorre pela mediagdo exclusiva de p53, e que
outros fatores (a serem esclarecidos) podem estar envolvidos na morte celular
mediada pela sinvastatina em células de melanoma.

Considerados em conjunto, nossos resultados demonstraram que baixas
concentracbes de sinvastatina sdo capazes de induzir a senescéncia celular em
células de melanoma humano através da ativacao da via de p53/p21. Além disso, a
sinvastatina pode induzir o surgimento de modificacdes fenotipicas nas células
WMDY, as quais estao relacionadas com o desenvolvimento da resposta senescente.
Niveis de EROs intracelulares aumentados e modificacdes na expressado de enzimas
antioxidantes sugerem que 0 estresse oxidativo pode estar envolvido na indugéo do
fendtipo senescente mediado por sinvastatina nas células de melanoma humano
metastatico WM9. Os mecanismos envolvidos na inducédo de apoptose mediada pela
sinvastatina permanecem a ser esclarecidos. Estes dados revelam importantes
novos aspectos do mecanismo de acdo da sinvastatina em células de melanoma, os
quais podem contribuir para a compreensao de sua funcdo como potencial agente
para a terapia deste tumor. Um modelo da acdo da sinvastatina em células de

melanoma esta proposto na Figura 35.
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FIGURA 35- ESQUEMA REPRESENTATIVO DOS EFEITOS DA SINVASTATINA EM CELULAS DE
MELANOMA HUMANO WM9

FONTE: O autor (2014)

NOTA: Dois mecanismos sdo sugeridos: 1) células tratadas com baixas concentragbes de
sinvastatina possuem altos niveis de expressdo de catalase e peroxirredoxina-1, e apresentam
discreto aumento nos niveis de EROs intracelulares. Ainda, estas células desenvolvem fendtipo
senescente caracterizado pelo aumento da expressdo de p16, p53 e p21; 2) células tratadas com
concentracdes mais altas de sinvastatina demonstram altos niveis de EROs intracelulares, apesar do
aumento dos niveis de expresséo de catalase. Estas células apresentam-se mais suscetiveis a morte
celular por apoptose, além da senescéncia. O mecanismo da indu¢do de apoptose mediado pela
sinvastatina em células de melanoma WM9 permanece a ser esclarecido.
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9 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

O uso de menores concentracfes de sinvastatina foi capaz de causar o
estabelecimento do fenotipo senescente em células de melanoma
metastatico, como pbde ser verificado através do aumento da porcentagem
de células na fase G1-S do ciclo celular e da coloracdo positiva para ensaio
de atividade de B-galactosidase associada a senescéncia;

O estudo da expressdao dos principais marcadores envolvidos no
estabelecimento da senescéncia revelou que o mecanismo de inducdo de
senescéncia mediado pela sinvastatina se da através do aumento da
expressao (RNAm) de p53, pl6 e p21, bem como do aumento da ativacdo de
p53, que resulta na expresséao proteica aumentada de p21;

Na maior concentracdo de sinvastatina avaliada neste estudo (1umol/L) foi
possivel observar, além da inducdo de senescéncia, a ocorréncia da perda de
viabilidade das células de melanoma, sendo que a marcagdo positiva para
Anexina V evidenciou a ocorréncia de morte celular por apoptose;

A senescéncia e a morte celular induzidas por sinvastatina estéo relacionadas
ao aumento dos niveis de EROs intracelulares. Andlises da expressao
(RNAm) das enzimas antioxidantes demonstraram o aumento dos niveis de
catalase e peroxirredoxina-1, o que pode exercer influéncia sobre os niveis de
EROs observados quando utilizamos baixas e altas concentracdes de
sinvastatina, desta forma contribuindo para o direcionamento das respostas
de senescéncia e morte celular observadas. O surgimento do fendtipo
senescente, entretanto, ndo esta associado a ativacédo da proteina p38;

A adicado de um antioxidante e do inibidor da catalase ndo foram capazes de
reverter a perda de viabilidade e a senescéncia das células de melanoma
tratadas com sinvastatina. Por outro lado, a adi¢éo do inibidor de p53 causou
a reversdo da senescéncia e do aumento dos niveis de EROs causados por
sinvastatina nestas células, o que sugere que a senescéncia mediada por

sinvastatina & dependente da ativacao de p53.
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